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RESUMO 
 
Muitos antioxidantes possuem uma solubilidade em água elevada, tornando a 
sua utilidade como antioxidantes limitada em sistemas emulsionados por se 
encontrarem numa elevada percentagem na fase aquosa. Desta forma, torna-se 
essencial encontrar novos antioxidantes com propriedades de solubilidade diferentes, 
mantendo uma atividade antiradicalar aproximadamente igual.  
Neste projeto pretende-se sintetizar ésteres de um antioxidante, o hidroxitirosol, 
com diferentes hidrofobicidades e avaliar de que forma esta alteração na 
hidrofobicidade vai alterar a sua distribuição pelas várias fases de emulsões do tipo 
O/A, e deste modo, a sua capacidade antioxidante. 
Assim, sintetizaram-se ésteres de hidroxitirosol de diferentes cadeias alquílicas 
(C1 a C16) por esterificação ou transesterificação do hidroxitirosol na presença de 
Novoenzym 435, por simples aquecimento em benzeno a 35ºC, tendo sido obtidos 
rendimentos entre os 39 e os 85%, consoante o composto sintetizado. 
Como os antioxidantes presentes nos alimentos se encontram distribuídos 
pelas fases aquosa, oleosa e interfásica, utilizou-se um método cinético que permite a 
determinação da distribuição sem que seja necessário o isolamento das diferentes 
fases da emulsão. Assim foi possível determinar as constantes de partição que 
descrevem a distribuição de um antioxidante entre as fases oleosa e interfásica (PO
I) e 
entre as fases aquosa e a interfásica (PA
I) de emulsões azeite/Tween 20/água. Este 
método cinético tem como base o modelo da pseudofase para emulsões 
termodinamicamente estáveis e utiliza a reação entre o ião 4-
hexadecilbenzenodiazónio, que se encontra apenas na interfase, e o antioxidante. A 
constante de velocidade (kobs) da reação foi monotorizada a partir de um modelo de 
derivatização que tem como base a reação entre os iões arenodiazónio que não 
reagem com o antioxidante com um agente acoplante (NED), formando um corante 
azóico estável. 
Verificou-se, com base no aumento das constantes de partição PA
O em 
sistemas binários azeite/água, que com o aumento da cadeia alquílica dos ésteres 
sintetizados, a hidrofobicidade dos ésteres aumenta. 
Em emulsões azeite/água verificou-se que o hidroxitirosol encontra-se apenas 
nas fases aquosa e interfásica, sendo a sua distribuição descrita apenas por uma 
constante de partição de valor PA
I = 53,16 ± 7,29. Para os ésteres C1 a C3, que se 
encontram distribuídos pelas fases aquosa, interfásica e oleosa, foi necessário 
determinar duas constantes de partição, PA
I e PO
I, tendo sido obtidos valores de PA
I 
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entre os 92,9 ± 4,64 e 264,68 ± 17,74, e valores de PO
I entre 320,23 ± 21,06 e 121,41 
± 11,76. Os ésteres C6 a C16 distribuiram-se apenas pelas fases oleosa e interfásica, 
apresentando desta forma apenas uma constante de partição, PO
I, tendo sido obtidos 
valores entre 77,02 ± 11,95 e 90,52 ± 10,48. Uma vez determinados os valores de PA
I 
e PO
I, determinaram-se as percentagens de hidroxitirosol e dos seus ésteres em cada 
uma das fases das emulsões azeite/Tween 20/água. Consoante a fração de 
emulsionante utilizada, a percentagem de hidroxitirosol na interfase variou entre 30 e 
80%, encontrando a restante quantidade na fase aquosa. Para os ésteres C1 a C3, a 
sua percentagem na interfase variou entre 43-50% e 80-90%, encontrando-se a 
restante quantidade de antioxidante distribuída entre as fases aquosa e oleosa. 
Quanto aos restantes ésteres C6 a C16, a sua percentagem na interfase variou entre 
50 e 90%, sendo que a restante quantidade de antioxidante encontrava-se na fase 
oleosa.   
Utilizou-se o método do DPPH para avaliar a atividade antiradicalar dos 
compostos em meio homogéneo (metanol). Os resultados obtidos mostram que em 
metanol e depois de 5 minutos de reação não existem diferenças significativas na 
atividade antiradicalar do hidroxitirosol e seus ésteres. Assim, a possível diferença na 
atividade antioxidante em emulsões dos compostos analisados ao longo deste 
trabalho poderá ser devido à diferente distribuição dos AO pelas fases aquosa, 
interfásica e oleosa que compõem as emulsões.  
Avaliou-se a eficiência antioxidante dos compostos sintetizados em emulsões 
azeite/água (4:6) contendo 1% de emulsionante através do método da estufa de 
Schaal. De modo a não ter interferência dos antioxidantes naturalmente presentes no 
óleo utilizado, antes da preparação das emulsões O/A, efetuou-se a remoção dos 
fenóis e tocoferóis presentes no azeite. Observou-se que a capacidade antioxidante 
aumentou desde o hidroxitirosol até ao éster C8, diminuindo para os ésteres com 
cadeia alquílica superior. Desta forma, a ordem de eficácia destes antioxidantes não 
obedece ao paradoxo polar. Verificou-se que a atividade antioxidante é superior para 
os compostos que estão em maior percentagem na interfase. 
 Relativamente ao estudo da influência da concentração de emulsionante na 
atividade antioxidante, observou-se que o aumento da percentagem de volume de 
emulsionante embora leve a uma maior percentagem de antioxidante na interfase, 
poderá causar diminuição da eficiência antioxidante, uma vez que ocorre uma diluição 
do antioxidante presente na interfase. Assim, para uma percentagem de 2% de 
emulsionante, o hidroxitirosol e seus ésteres foram ligeiramente menos eficazes que 
para uma percentagem de 0,5 e 1% em emulsionante. As emulsões contendo 1% de 
emulsionante foram as que apresentaram maior estabilidade. 
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ABSTRACT 
  
Many antioxidants have a high solubility in water, making their utility as 
antioxidants limited in emulsion systems, due to their high percentage in the aqueous 
phase. Thus, it becomes essential to find new antioxidants with different solubility 
properties with a similar antiradical activity.  
In this project we intend to synthesize esters of an antioxidant, the 
hydroxytyrosol, with different hydrophobicities and to assess how this change in 
hydrophobicity will change its distribution through the various phases of O/W emulsions 
and thus its antioxidant capacity.  
Thus it was synthesized esters of hydroxytyrosol with different alkyl chains legth 
(C1 to C16) by esterification or transesterification of hydroxytyrosol in the presence of 
Novoenzym 435, by simple heating in benzene (T = 35 ° C). The obtained yields were 
between 39 and 85%, depending on the synthesized compound.  
Since antioxidants present in food are distributed in the aqueous, oil and 
interphase regions, we used a kinetic method that allowed the determinion of the 
partition constants that describe the distribution of an antioxidant between the oil and 
interphase regions (PO
I) and between the aqueous and interphase regions (Pw
I) of 
emulsions oil/Tween 20/water in the intact emulsion. This kinetic method is based on 
the pseudophase model for thermodynamically stable emulsions, and uses the reaction 
between an arenediazonium ion, which is only present at the interface, and an 
antioxidant. The rate constant (kobs) was monitored using a derivatization reaction 
based on the reaction between the arenediazonium ions which did not react with the 
antioxidante, with a coupling agent (NED), forming a stable azo dye product.  
It was observed that with the increasing in the alkyl chain of the synthesized 
esters, the hydrophobicity of compounds increased, based on the increase in the 
binary partition constant PW
O in a oil/water system.  
In oil in water emulsions, hydroxytyrosol is only present in the interphase and 
aqueous phase, being its distribution described by only a partitioning constant, PW
I, 
with a value of 53.16 ± 7.29. For the C1 to C3 alkyl esters, which are distributed in the 
aqueous, interphase and oil regions, it was necessary to determine two partition 
constants, PW
I and PO
I, and it was obtained PW
I values between 92.9 ± 4.64 and 264.68 
± 17.74, and PO
I values of 320.23 ± 21.06 and 121.41 ± 11.76. The C6 to C16 esters 
were only distributed in the oil and interphase regions, thus presenting only one 
partition constant, PO
I, with values between 77.02 ± 11.95 and 90.52 ± 10.48. Once the 
values of PW
I and PO
I were determined, it was possible to determine the percentages of 
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hydroxytyrosol and its esters in each phase of the emulsions oil/Tween 20/water. 
Depending on the fraction of emulsifier used, the percentage of hydroxytyrosol in the 
interphase ranged between 30 and 80%, being the remaining amount in the aqueous 
region. For the C1 to C3 esters, its percentage in the interphase ranged between 43-
50% and 80-90%, being the remaining amount of antioxidant distributed between the 
aqueous and oil regions. Regarding the remaining C6 to C16 esters, their percentage 
in the interphase ranged between 50 and 90%, being the remaining amount of 
antioxidant in the oil region.  
The DPPH method was used to evaluate the radical scavenging activity of the 
compounds in homogeneous medium (methanol). The results obtained showed that in 
methanol and after 5 minutes of reaction there are no significant differences in the 
radical scavenging activity of hydroxytyrosol and its esters. Therefore, the possible 
difference in antioxidant activity in emulsions for the compounds analyzed through this 
work may be due to their different distribution in the aqueous, interphase and oil 
regions of emulsions.  
The antioxidant efficiency of the synthesized compounds was evaluated in 
oil/water emulsions (4:6) containing 1% of emulsifier, by the Schaal oven test. In order 
to have no interference from the naturally present antioxidants in the oil, before the 
preparation of O/W emulsions, the phenols and tocopherols present in the oil were 
removed. It was observed that the antioxidant eficiency increased from the 
hydroxytyrosol until the C8 ester, decreasing afterwards for the esters with longer alkyl 
chain. Thus, the order of effectiveness of antioxidants did not follow the polar paradox. 
It was observed that the antioxidant activity was higher for the compounds that were in 
higher percentage at the interface. 
Regarding the study on the influence of the emulsifier concentration in the 
antioxidant activity, it was observed that the increase of the percentage of the 
emulsifier volume, although it leads to a higher percentage of antioxidant at the 
interface, may cause a decrease in the antioxidant efficiency because the antioxidant is 
more diluted. So, for a emulsifier percentage of 2%, hydroxytyrosol and its esters were 
slightly less eficient than that for a percentage of 0,5 and 1%. The emulsions containing 
1% of emulsifier were the ones that presented the higher stability.  
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1.1 Oxidação Lipídica 
 
Os óleos e gorduras alimentares possuem como componentes principais os 
triglicerídeos, que são suscetíveis a várias alterações químicas durante o 
processamento, armazenamento e consumo dos alimentos. Os trigliceróis são ésteres 
de glicerol que possuem na sua sua constituição três ácidos gordos, sendo que cada 
um destes ácidos gordos pode conter diferente número de átomos de carbono e 
diferente grau de insaturação. A maioria destes ácidos gordos naturais possui 
números pares de carbono e são de cadeia linear [1]. 
 
 
Figura 1-1: Formação de triglicerídeos a partir de glicerol e ésteres 
 
Os lípidos desempenham um papel importante na qualidade de certos produtos 
alimentares, nomeadamente em relação às propriedades organolépticas que os 
tornam atrativos (sabor, cor e textura). Também conferem valor nutritivo aos alimentos, 
sendo uma fonte de energia metabólica, ácidos gordos essenciais (ácido linoleico e 
linolénico) e vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K) [1]. 
Existe uma série de fenómenos químicos e físicos que podem dar início à 
oxidação, que continua na presença de um substrato(s) apropriado(s) até que ocorra 
um mecanismo de defesa bloqueador [2]. 
A oxidação é um dos mais importantes processos que ocorrem nos alimentos [1, 
2]. Auto-oxidação lipídica é um processo complexo no qual ácidos gordos insaturados 
reagem com moléculas de oxigénio através de um mecanismo radicalar em cadeia, 
em que se formam hidroperóxidos de acilo gordos, geralmente chamados de 
peróxidos ou produtos primários da oxidação. A primeira auto-oxidação é seguida de 
uma série de reações secundárias que levam à degradação do lípido e à formação de 
ranço oxidativo [3]. Assim, as reações de oxidação são uma fonte de deterioração que 
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ocorre durante a produção, armazenamento, distribuição e preparação dos alimentos 
contendo lípidos, resultando na formação de produtos indesejáveis e alterações 
sensoriais através da formação de aromas desagradáveis, denominado ranço e/ou 
deterioração da qualidade nutricional, cor, sabor, textura e segurança dos alimentos. 
Apesar de na sua generalidade a oxidação iniciar-se na fase lipídica, as proteínas, 
vitaminas e pigmentos são igualmente afetados [1, 2, 4, 5, 6]. 
 Alterações internas e externas como a composição em ácidos gordos, 
constituição em anti e pró-oxidantes, exposição a irradiação, temperaturas altas, 
oxigénio e atividade da água, metais, lipoxigenase e metaloproteínas influenciam a 
velocidade da oxidação dos alimentos [1]. 
 
 Auto-oxidação não enzimática radicalar em cadeia 
 
Consiste num processo radical e lento que opera através de uma reação em 
cadeia e que compreende os seguintes passos: iniciação, propagação e terminação. 
Este processo é iniciado pela ação de agentes externos como calor, luz ou radiação 
ionizante, ou por iniciação química envolvendo iões metálicos ou metaloproteínas [2, 6, 
7]. 
 
 Iniciação: 
 
LH + R• → L• + RH (1.1) 
 
Em que LH representa a molécula de substrato (por exemplo um lípido) com 
um radical oxidante iniciador R• (equação 1.1). A oxidação do lípido gera um radical 
alilo altamente reativo (L•) que pode reagir rapidamente com o oxigénio e formar um 
radical lípidico peroxilo (LOO•) [2]. 
 
 Propagação: 
 
L• + O2 → LOO
• (1.2) 
LOO• + LH → L• + LOOH (1.3) 
 
Os radicais peroxilo permitem continuar a oxidação dos novos lípidos, 
produzindo hidroperóxidos lipídicos (LOOH), que por sua vez, degradam-se numa 
vasta gama de compostos, incluíndo alcoóis, aldeídos, cetonas e hidrocarbonetos e 
vários radicais, incluíndo radicais alcoxilo (LO•) [2]. 
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LOOH → LO• + HO• (1.4) 
LOOH → LOO• + LO• + H2O (1.5) 
 
 A quebra dos hidroperóxidos lipídicos é por vezes catalisada por iões metálicos 
de transição, produzindo radicais peroxilo e alcoxilo: 
 
LOOH + Mn+ + H+ → LO• + M(n + 1) + H2O (1.6) 
LOOH + M(n + 1) + OH- → LOO• + Mn+ + H2O (1.7) 
 
 As reações de terminação envolvem a combinação de radicais para formar 
produtos não radicalares [2]. 
 
 Terminação: 
 
 LO• + LO• → produtos não radicalares (1.8) 
LOO• + LOO• → produtos não radicalares (1.9) 
LO• + LOO• → produtos não radicalares (1.10) 
 
Existem diferenças óbvias entre as reações que ocorrem in vivo e em alimentos 
que podem estar expostos a temperaturas elevadas durante o armazenamento e/ou 
processamento. Por exemplo, os hidroperóxidos decompõem-se instantâneamente e 
espontâneamente a 160ºC, e a concentração de radicais peroxilo pode tornar-se 
relativamente alta sob estas condições, levando à formação de polímeros [2]. 
Apesar de similar, o mecanismo de reação é diferente para lípidos 
emulsificados. No entanto, existem caraterísticas essenciais do processo que 
apresentam semelhanças em todos os casos. Para a medição da atividade 
antioxidante de certos componentes in vivo é necessário a definição do tipo de 
formação dos radicais livres. Podem ser identificados pelo menos quatro tipos 
diferentes como: ferro livre e a reação de Fenton; lesões nas mitocôndrias e reações 
nos poros dando origem a apoptose; formação de radicais livres induzida 
quimicamente (exemplo: com Paraquat); e formação de peróxido de hidrogénio in vivo 
[2]. 
 
 Foto-oxidação não radicalar, não enzimática 
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Um exemplo desta via é a oxidação estequiométrica do ácido oleico por um 
oxigénio singleto dando origem a dois hidroperóxidos através da adição de oxigénio a 
qualquer uma das extremidades da ligação dupla [2]. A foto-oxidação ocorre na 
presença de luz ou fotosensibilizadores como a clorofila, mioglobina ou riboflavina. Os 
fotosensibilizadores em alimentos e óleos absorvem a energia UV de forma a produzir 
um estado excitado. Existem dois tipos de fotosensiblizadores: tipo I e tipo II [8]. 
Um sensiblizador de tipo I desempenha um papel como um radical livre 
iniciador ativado fotoquimicamente. O fotosensiblizador no estado tripleto reage com 
ácidos gordos, sendo removido hidrogénio ou ocorrendo transferência de electrões 
dando origem a radicais, que podem reagir com o oxigénio. Os hidroperóxidos 
formados são semelhantes aos obtidos na auto-oxidação [8]. 
 
3Sens + LH → Intermediário + O2 (1.11) 
Intermediário + O2 → LOOH + 
3Sens (1.12) 
 
Um sensibilizador de tipo II absorve energia UV (hv) que transfere para o 
oxigénio tripleto, produzindo oxigénio singleto. Um oxigénio singleto é muito mais 
reativo que um oxigénio tripleto. O oxigénio singleto reage com os ácidos gordos 
insaturados produzido um radical peroxilo, que formará hidroperóxidos. A foto-
oxidação de tipo II não pode ser inibida por antioxidantes primários, uma vez que é 
uma reação totalmente diferente da auto-oxidação. Outra situação que difere da auto-
oxidação é que a foto-oxidação não possui um período de indução. A velocidade da 
foto-oxidação de tipo II é muito mais rápida que a auto-oxidação, visto que o oxigénio 
singleto reage muito mais rapidamente que o oxigénio tripleto. Desta forma, os 
hidroperóxidos são produzidos rapidamente, mal começa a foto-oxidação [8]. 
 
3Sens + 3O2 → 
1Sens +1O2* (1.13) 
1O2* + LH → LOOH (1.14) 
 
 Reacção enzimática 
  
Envolve a ação de lipogenases em vários substratos [2]. 
 
 
1.1.1 Decomposição dos hidroperóxidos 
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A oxidação lipídica é iniciada quando um átomo de hidrogénio é removido de 
um ácido gordo com produção de um radical lipídico que reage rapidamente com o 
oxigénio, formando um radical peróxilo. O radical de peróxilo remove então um 
hidrogénio de outra cadeia hidrocarbonada, formando um hidroperóxido e um novo 
radical livre que pode continuar esta reação em cadeia [3]. 
 A decomposição de hidroperóxidos lipídicos envolve mecanismos radicalares 
livres adicionais e a formação de produtos não-radicalares. A homólise de 
hidroperóxidos lipídicos em radicais hidróxilo e alcóxilo, seguida de clivagem (cisão β) 
da cadeia do ácido gordo na ligação adjacente ao radical hidroxilo, produz compostos 
voláteis de baixo peso molecular, sendo que alguns possuem aromas desagradáveis e 
podem afetar o sabor a concentrações inferiores a 1 ppm. Estes produtos da 
decomposição causadores de ranço incluem misturas complexas de aldeídos, 
cetonas, alcoois, hidrocarbonetos, ésteres, furanos e lactonas. Os hidroperóxidos 
lipídicos podem também condensar em dímeros e polímeros que podem, por sua vez, 
oxidar e decompor em produtos de decomposição voláteis. Oxidação adicional pode 
ocorrer nos peróxidos originais ou nos aldeídos, que podem sofrer nova degradação e 
formar epóxidos, peróxidos cíclicos e endoperóxidos bicíclicos. Estes produtos 
secundários da oxidação podem degradar-se e formar ainda mais material volátil e 
dialdeídos, contribuindo para a deterioração do sabor [3]. 
 
 
1.1.2 Fatores que influenciam a velocidade de oxidação dos lípidos em alimentos 
 
 A oxidação lipídica depende de vários factores relacionados com o meio onde 
se encontram os alimentos, sendo eles a luz, temperatura, presença de antioxidantes 
e iões metálicos (pró-oxidantes), e também a natureza das insaturações dos ácidos 
gordos e o seu número [9]. 
A luz é uma variável externa com grande influência na oxidação. Compostos 
minoritários (como a clorofila e derivados no azeite) podem ser excitados 
eletronicamente devido à absorção de luz. Posteriormente, a molécula excitada torna-
se capaz de transferir o excesso de energia para uma molécula de oxigénio, dando 
origem a um oxigénio singleto, e este irá reagir com os lípidos dando origem a 
hidroperóxidos. Assim, a prevenção de foto-oxidação durante o armazenamento é de 
grande importância para garantir uma estabilidade oxidativa elevada [10]. 
Outro fator relevante é a temperatura. À medida que a temperatura aumenta, a 
solubilidade do oxigénio diminui drasticamente, mas todas as reacções de oxidação 
são aceleradas [10]. 
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Quando a pressão de oxigénio diminui, a reacção de iniciação torna-se mais 
importante, a concentração radicais de alquilo (R•) em relação aos de radicais de 
alquilperóxilo (ROO•) aumenta e formam-se compostos poliméricos a partir de reações 
que envolvem principalmente radicais de alquilo (R•) e alcóxilo (RO•) [10]. 
A velocidade a que ocorre a oxidação lipídica é aumentada na presença de 
metais como o ferro, cobalto e cobre, que facilitam a transferência de electrões. A 
forma mais comum de os iões metálicos ingressarem nos alimentos é através da água 
usada e, em algumas situações, do sal e especiarias, e através dos alimentos 
confecionados [10]. 
O estado de oxidação nos óleos do metal é tão importante como a quantidade 
presente, sendo normalmente os iões mais reduzidos mais reativos que os mais 
oxidados. A eficiência dos catalisadores metálicos é menor quando existe menor 
conteúdo em água no alimento [3]. 
O seguinte esquema mostra as principais reações envolvidas na oxidação de 
gorduras e óleos: 
 
 
Figura 1-2: Esquema simplificado da auto-oxidação 
[10]
 
 
Desta forma, a incorporação de antioxidantes surge como uma solução para 
preservar os alimentos da oxidação lipídica, que pode surgir por complexação dos pró-
oxidantes quer por inativação eficaz de radicais livres [4]. 
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1.1.3 Oxidação lipídica em emulsões 
 
Uma emulsão consiste em dois líquidos imiscíveis (normalmente óleo e água), 
um disperso no outro sob a forma de pequenas gotas esféricas. Na maioria dos 
alimentos, o diâmetro dessas gotículas varia entre aproximadamente 0.1 µm e 50 µm. 
Um sistema que consiste em gotículas de óleo dispersas numa fase aquosa tem a 
designação de emulsão óleo-em-água (O/A) (exemplo: maionese, leite, creme e 
sopas), sendo que o contrário, isto é, um sistema que consiste em gotículas de água 
dispersas numa fase de óleo é conhecido como uma emulsão água-em-óleo (A/O) 
(exemplo: margarina, manteiga) [11]. 
Uma emulsão é um sistema termodinamicamente instável devido à energia 
livre positiva necessária para aumentar a área de superfície entre as fases de óleo e 
de água. Com o tempo as emulsões tendem a separar-se num sistema que consiste 
de uma camada de óleo (menor densidade) por cima de uma camada de água (maior 
densidade). Esta situação é claramente visível se se tentar homogeneizar óleo e água 
puros: inicialmente é formada uma emulsão, mas após alguns minutos, observa-se a 
separação de fases. Para se obterem emulsões cineticamente estáveis por um 
período razoável de tempo (algumas semanas, meses ou mesmo anos, dependendo 
da sua aplicação), devem ser adicionadas substâncias químicas conhecidas como 
emulsionantes antes da homogeneização. Emulsificantes são moléculas tensioativas 
que adsorvem à superfície das gotículas recém-formadas durante a homogeneização, 
formando uma "membrana" de proteção que impedem as gotas de chegarem perto o 
suficiente umas das outras para se agregarem [11]. 
Assim, uma emulsão é constituída por três regiões: o interior das gotículas, a 
fase contínua e a região da interface. A interface consiste numa região estreita em 
torno de cada gotícula de emulsão, que consiste de uma mistura de moléculas de 
óleo, água e emulsionantes. Geralmente, a região da interface tem uma espessura de 
apenas alguns nanômetros [11]. A oxidação lipídica em emulsões é influenciada 
principalmente pelas propriedades da interface como a espessura das membranas [12].  
As várias moléculas presentes numa emulsão dividem-se entre as três regiões 
de acordo com a sua actividade superficial e polaridade: moléculas apolares 
encontram-se predominantemente na fase de oleosa, as moléculas polares na fase 
aquosa, e as moléculas anfifílicas na interface. O ambiente molecular exato de uma 
molécula pode ter um efeito significativo sobre a sua reatividade química ou outras 
propriedades num sistema. Outro fator determinante que também será importante no 
que diz respeito à oxidação lipídica em emulsões é a orientação das moléculas 
lipídicas na região da interface, se são paralelas ou prependiculares à interface. Esta 
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situação vai afetar a sua acessibilidade ao ataque por parte de espécies reativas de 
oxigénio solúveis em água (exemplo: peróxido de hidrogénio, radicais de hidroxilo e 
radicais de peroxilo) [11]. 
 
 
1.2 Antioxidantes 
 
A oxidação lipídica compromete a qualidade de muitos produtos alimentares e 
limita o tempo de prateleira de outros. Todos os alimentos que contêm lípidos, mesmo 
em baixa percentagem (<1%), são suscetíveis a oxidação, resultando em ranço [3, 4]. 
 Os antioxidantes (AO) são utilizados pela indústria alimentar para atrasar o 
processo de oxidação e aumentar a resistência a danos oxidativos [7, 13]. Estes reagem 
com os radicais livres e complexam iões metálicos, impedindo a propagação da 
oxidação lipídica. Os antioxidantes naturais e sintéticos apresentam funções 
semelhantes [1]. 
 Os antioxidantes são definidos como qualquer substância que mesmo presente 
a baixa concentração, em comparação com aquela do substrato oxidável, permitem 
retardar ou inibir a oxidação de lípidos e outras moléculas, sendo impedido o início ou 
propagação da reação em cadeia da oxidação [1, 2]. Os antioxidantes são divididos em 
duas classes: antioxidantes primários ou bloqueadores de cadeia e antioxidantes 
secundários ou preventivos [2]. Antioxidantes secundários ou preventivos são 
compostos que atuam por várias maneiras, incluíndo a remoção do substrato ou 
“quenching” do oxigénio singleto e a complexação de metais. Antioxidantes primários 
(AH), quando presentes em quantidades vestigiais, podem atrasar ou inibir o passo da 
iniciação através da sua reação com um radical lipídico, ou inibir o passo da 
propagação por reação com os radicais peroxilo ou alcoxilo: 
 
L• + AH → LH + A• (1.15) 
LOO• + AH → LOOH + A• (1.16) 
LO• + AH → LOH + A• (1.17) 
 
 O radical livre antioxidante pode continuar a interferir com a reações em cadeia 
da propagação através da formação de compostos peroxi antioxidantes: 
 
A• + LOO• → LOOA (1.18) 
A• + LO• → LOA (1.19) 
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 Os antioxidantes bloqueadores de cadeia podem ter proveniência natural ou 
sintética como no caso do Butil-hidroxianisolo (BHA), Butil-hidroxitolueno (BHT), Terc-
Butilhidroquinona (TBHQ) e dos galatos. Os antioxidantes sintéticos são vastamente 
usados na indústria alimentar e são incluídos na dieta humana. O uso de antioxidantes 
naturais tem sido promovido devido a preocupações com a segurança relativa aos 
antioxidantes sintéticos ao serem potencialmente causadores de doenças 
cancerígenas, aumento do peso do fígado, proliferação significativa do retículo 
endoplasmático, entre outros danos no organismo, tendo estes últimos vindo a ser 
substituídos por alternativas naturais (por exemplo: biofenóis das plantas) que 
possuem atividade antioxidante semelhante ou até superior aos antioxidantes 
sintéticos [1 2]. Assim, vários estudos sobre fontes de antioxidantes naturais têm sido 
realizados, nomeadamente com polifenóis provenientes de frutos e vegetais, 
sementes, cereais, bagas, vinho, chá, bulbos da cebola, azeite, plantas aromáticas e 
em produtos secundários da agricultura [13]. 
As espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS) são essenciais para 
a fisiologia humana, nomeadamente no fornecimento de energia, desintoxicação, 
sinalização química e funcionamento imunitário. São produzidas constantemente no 
corpo humano e são controladas por enzimas endógenas (superóxido dismutase, 
peroxidase de glutationa, catálise) [2]. Quando existe uma sobreprodução destas 
espécies reativas, a que se denomina stress oxidativo, causada pela exposição a 
substâncias oxidantes externas ou a uma falha nos mecanismos de defesa, ocorrem 
danos em biomoléculas valiosas (ADN, lípidos, proteínas) [13]. O dano oxidativo tem 
sido associado com o crescente risco de doenças cardiovasculares, cardíacas, cancro, 
aterosclerose, diabetes, artrite, malária, SIDA e processos de envelhecimento do 
corpo [1, 13]. Tem vindo a ser demonstrado que o consumo diário de antioxidantes pela 
dieta vai criar uma ação protetora contra os processos oxidativos naturais do 
organismo [1]. 
 
 
1.2.1 Compostos fenólicos 
 
 Todas as plantas produzem uma enorme diversidade de metabolitos 
secundários, entre os quais um dos grupos mais importantes são os compostos 
fenólicos. Os compostos fenólicos são caracterizados por possuírem pelo menos um 
anel aromático (C6) que suporta um ou mais grupos hidroxilo. Os fenóis encontram-se 
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divididos em vários grupos, que se distinguem pelo número de átomos de carbono 
constituintes em conjunto com a estrutura do esqueleto da base fenólica [14]. 
O poder antioxidante dos compostos fenólicos pode também ser devido à sua 
elevada tendência para a quelação de metais. Os antioxidantes fenólicos inibem a 
peroxidação lipídica através da neutralização dos radicais lipídicos alcoxilo e peroxilo. 
Esta actividade depende da estrutura das moléculas, sendo também dependente do 
número e posição do grupo hidroxilo nas moléculas [14]. 
Apesar das formas reduzidas de compostos fenólicos atuarem como 
antioxidantes, as formas oxidadas (radicais fenoxilo) podem ter um atividade citotóxica 
e pró-oxidante. Esta situação é verificada para vários antioxidantes naturais, como por 
exemplo a vitamina C, vitamina E e carotenóides. Sob condições fisiológicas normais, 
estes radicais geralmente não apresentam efeito danoso devido a serem 
transformados rapidamente em produtos não radicalares. Por vezes esta atividade 
citotóxica pode ser vantajosa, como por exemplo quando possuem atividade 
anticancerígena [14]. 
Na última década, muito trabalho foi apresentado pela comunidade científica, 
focando: 
- Níveis e estrutura química de fenóis antioxidantes em diferentes alimentos à 
base de plantas; 
- No papel provável dos fenóis na prevenção de várias doenças associadas 
com stress oxidativo, como por exemplo doenças cardiovasculares e 
neurodegenerativas e cancro; 
- Abilidade dos fenóis de modular a atividade de certas enzimas, uma ação 
biológica ainda não entendida; 
- A abilidade de certas classes de fenóis como os flavenóides de se ligar a 
certas proteínas (recetores e transportadores celulares); 
- A estabilização de óleos comestíveis, proteção da formação de mau sabor e 
estabilização de sabores; 
- A preparação de alimentos funcionais [13]. 
 
 
1.2.2   Hidroxitirosol e seus ésteres 
 
O azeite é a maior fonte de matéria gorda na dieta mediterrânea e é 
considerado responsável pelos muitos dos benefícios para a saúde associados a esta 
dieta. Demonstrou-se a partir de estudos epidermiológicos que o consumo de azeite 
virgem, leva a uma menor incidência de vários tipos de cancro, efeito esse que 
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inicialmente foi atribuído ao alto conteúdo de ácidos gordos monosaturados. Pórem, 
mais recentemente, foi considerada a importância dos constituintes minoritários, 
nomeadamente dos seus polifenóis [15]. Os compostos fenólicos presentes no azeite 
são uma classe muito importante de constituintes minoritários e estão relacionados 
com a estabilidade do azeite mas também com as suas propriedades biológicas [13]. A 
maioria dos fenóis identificados no azeite incluem fenóis simples como o hidroxitirosol 
(HyTy) e o tirosol (Ty), mas também alguns mais complexos como os secoiridoide, 
nomeadamente a forma dialdeídica do ácido elenolico ligado ao HyTy ou Ty e 
oleinopeína aglicona, e lignanos [15]. 
O HyTy (2-(3,4-dihidroxifenil)etanol) é um composto orto-difenólico, metabolito 
natural da dopamina e com a qual partilha semelhança estrutural, e está presente no 
azeite virgem, principalmente como éster nos derivados dos secoiridoides. Verificou-se 
que o HyTy possui forte atividade antioxidante, antimicrobial, hipotensiva, 
hipoglicémica, cardioprotetora e anti-inflamatória 
[15, 16, 17, 18]. O HyTy inclusivamente 
foi proposto para prevenir doenças neurodegenerativas [19]. 
A hidrólise dos secoiridoides durante o armazenamento do azeite resulta na 
formação de HyTy e Ty. O Ty tem menor atividade antioxidante do que o HyTy devido 
à ausência do grupo orto-difenólico na sua estrutura química. Porém, estudos recentes 
sugerem que o Ty pode exercer um poderoso efeito protector contra danos oxidativos 
em alguns sistemas celulares 
[15]. 
Tendo em conta a semelhança estrutural do hidroxitirosol com a dopamina e a 
estrutura dos endocananabinóides N-oleoildopamina e N-araquidonoildopamina, 
levantou-se a hipótese de que os derivados de éter de alcoóis gordos insaturados e 
hidroxitirosol poderão interagir com o sistema canabinóico e apresentar atividade 
moduladora na ingestão de alimentos, dado o papel dos endocanabinóides na 
regulação do apetite [16]. 
 
 
Figura 1-3: Estruturas do hidroxitirosol e da dopamina 
 
Em alimentos contendo lípidos, o HyTy tem mostrado um poder superior na 
proteção contra oxidação em comparação ao do Hidroxitolueno Butilado (BHT) ou do 
α-tocoferol [18]. 
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 Assim, o interesse da indústria alimentar e farmacêutica em novos 
antioxidantes lipofílicos torna o desenvolvimento de éteres e ésteres de hidroxitirosol 
de cadeia longa bastante atraente [16]. 
 
 
1.2.2.1 Síntese de ésteres 
 
Os ácidos carboxílicos podem ser vulgarmente esterificados por álcoois na 
presença de um catalisador ácido adequado, situação demonstrada na figura 1-4. O 
passo inicial é a protonação do ácido de forma a ser obtido um ião oxónio (2), o qual 
pode sofrer uma reacção de permuta com um álcool para dar o intermediário (4), que 
por sua vez pode perder um protão de forma a ser obtido um éster (7). Cada um dos 
passos deste processo é reversível. Na presença de água, que é um nucleófilo mais 
forte do que os álcoois alifáticos, a formação do intermediário (4) não está favorecida e 
assim a esterificação não ocorrerá na sua totalidade. No entanto na presença de um 
grande excesso do álcool, o equilíbrio da reação é deslocado no sentido direto da 
reação [20]. 
 
 
 
Figura 1-4: Esterificação via catálise ácida de ácidos gordos 
 
Transesterificação decorre em condições semelhantes à esterificação (figura 1-
4). De acordo com o exemplo da figura 1-5, a protonação inicial do éster é seguida por 
adição do álcool (1) de forma a obter o intermediário (3), que pode ser dissociado 
através do estado de transição (4) para obter o éster (6). Tal como na esterificação, 
cada passo é reversível sendo o equilíbrio deslocado para a formação do éster se 
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utilizarmos grande excesso de álcool. A água deve ser excluída, uma vez que irá 
originar alguma hidrólise (R‘= H). As condições ideais para a esterificação de ácidos 
carboxílicos via catálise ácida quer por esterificação quer por transesterificação são, 
desta forma, a utilização de um grande excesso do álcool apropriado e a ausência de 
água. Em princípio, pode ser usado qualquer tipo de álcool, mas na prática está 
limitada apenas àqueles álcoois que podem ser eliminados do meio reacional por 
evaporação [20]. 
 
 
Figura 1-5: Transesterificação de lípidos via catálise ácida 
 
Um fator importante é a escolha do ácido como catalisador. A escolha deve 
facilitar a reação, e ao mesmo tempo não deve causar efeitos secundários indesejados 
[20]. 
 Os métodos da esterificação e transesterificação foram efetuados com recurso 
a enzima (biocatálise) em detrimento a ácido, uma vez que apresenta a vantagem de 
não ser necessário remover grandes quantidades de reagentes, menor custo de 
reagentes, uso de temperaturas mais baixas e pressão ambiente, o que torna este 
método mais ecológico [21, 22]. 
 
 
1.2.3 Métodos de avaliação da atividade antiradicalar e antioxidante de 
compostos 
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1.2.3.1 Determinação da atividade antiradicalar de compostos pelo método do 
DPPH 
 
O método de radical livre de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) (figura 1-6) é 
um método rápido, simples, preciso e barato de análise da capacidade dos compostos 
para atuarem como caçadores de radicais livres ou dadores de hidrogénio [23]. 
 
 
 
Figura 1-6: Difenilpicrilhidrazil (radical livre) 
 
 
 
 
Figura 1-7: Difenilpicrilhidrazina (forma reduzida) 
 
Na sua forma radicalar, o DPPH• apresenta um absorbância de 515 nm, mas 
mediante redução por um antioxidante (AO) ou espécies radicalares (R•), a 
absorbância desaparece [7]. 
 
DPPH• + AH → DPPH-H + A• (1.20) 
DPPH• + R• → DPPH-R (1.21) 
 
Sendo AH a molécula doadora, DPPH-H a forma reduzida e A• é o radical livre 
produzido no primeiro passo. Este último radical vai continuar a reagir, e que vai 
controlar a estequiometria geral, isto é, o número de moléculas de DPPH reduzido 
(descolorado) por uma molécula de redutor [24]. 
Um parâmetro introduzido para a interpretação dos resultados do método de 
DPPH é a “concentração eficiente” ou valor EC50. É definido como concentração de 
substrato que causa a perda de 50% de atividade de DPPH (côr) [24, 25]. Assim, quanto 
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maior a atividade do antioxidante, menor será o valor de EC50. É uma desvantagem 
particularmente quando os resultados são apresentados graficamente como diagrama 
de barras [24, 25]. 
 
 
1.2.3.2 Avaliação da atividade antioxidante pelo método de Schaal 
 
A avaliação da atividade antioxidante envolve geralmente testes de aceleração 
deteorativa provocada pela exposição a temperaturas elevadas [2]. 
Nestes testes de aceleração oxidativa são muitas vezes utilizadas 
temperaturas relevantes para as condições a que os óleos ou gorduras são sujeitos, 
durante o processamento de produção, fabrico ou uso doméstico. Na avaliação da 
atividade antioxidante poderão ser utilizadas várias matrizes lipídicas como a banha de 
porco, óleos alimentares ou um substrato modelo como por exemplo linoleato de 
metilo. Durante este processo, é determinado o grau de oxidação da matriz por 
medição de parâmetros tais como a condutividade, o índice de peróxido ou o conteúdo 
em dieno conjugados. A adição de um antioxidante resulta geralmente na inibição da 
oxidação. Os resultados são comparados com o valor do tempo de indução de uma 
amostra de controlo sendo que com maior indução indica melhor atividade 
antioxidante [2]. 
 
 
1.2.3.3 Métodos de monotorização da oxidação lipídica 
 
Existem vários métodos analíticos para a medição da oxidação lipídica em 
alimentos. Não existe nenhum método padrão para a determinação de todas as 
alterações oxidativas dos alimentos, sendo necessário um método adequado para 
uma determinada aplicação. Os métodos disponíveis para a sua determinação em 
alimentos pode ser classificada em cinco diferentes grupos, conforme o que se 
pretende medir: absorção de oxigénio, perda de substratos iniciais, formação de 
radicais livres, formação de produtos primários da oxidação e formação de produtos 
secundários da oxidação. Assim, vários testes químicos e físicos têm sido 
empreendidos em laboratórios e em indústrias para medir os vários parâmetros da 
oxidação lipídica, entre eles o método de aumento de peso por absorção de oxigénio; 
análise cromatográfica da matriz lipídica; doseamento do conteúdo em hidroperóxidos 
pelo método de titulação iodométrica, método dos complexos de iões férricos e 
método por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); métodos 
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espectrométricos de UV/Vis para a determinação de dienos e trienos conjugados, valor 
de ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), valor de p-anisidina (pAV) e valor de carbonilos; 
métodos do Rancimato e de Instrumento de Estabilidade Oxidativa (OSI) para o índice 
de estabilidade oxidativa; e métodos espectroscópicos de ressonância de spin de 
electrão (ESR) para a determinação do tipo de radicais livres e sua concentração. 
Outras técnicas baseadas em princípios diferentes, como por exemplo a análise 
calorimétrica diferencial (DSC) e ressonância magnética nuclear (NMR), também têm 
sido utilizadas para a medição da oxidação lipídica. Para além destes testes, podem 
ser utilizados testes sensoriais que fornecem uma avaliação mais ou menos subjetiva 
da deterioração oxidativa [5]. 
 
 
1.2.3.3.1 Determinação do conteúdo em dienos conjugados 
 
Gillam e seus colaboradores demonstraram em 1931 que as gorduras naturais 
desenvolvem um pico de absorção próximo de 230-235 nm durante o armazenamento. 
Dois anos depois, descobriu-se que o pico surge da formação de um dieno conjugado. 
Porém, só na década de 1960 é que a monitorização de dienos conjugados surgiu 
como uma técnica útil para o estudo de oxidação lipídica. O conteúdo em dienos 
conjugados provenientes da oxidação lipídica é agora usado com a finalidade de 
determinar o grau de oxidação de uma amostra. O substrato habitual para a 
determinação de dienos conjugados inclui qualquer substância que possua na sua 
constituição ácidos gordos poliinsaturados. O processo é iniciado quando o lípido sofre 
a remoção de um hidrogénio de um grupo CH2 alilico que geralmente é estabilizado 
através do rearranjo molecular formando um dieno conjugado. A quantificação dos 
dienos conjugados pode ser determinada a partir do aumento da absorvância 
observada por massa de amostra num momento determinado [2]. 
 
 
1.3 Distribuição de antioxidantes em emulsões alimentares 
 
1.3.1 A partição de antioxidantes 
 
O grau de oxidação dos lípidos depende de vários fatores, entre eles a 
estrutura dos lípidos, temperatura, concentração de pró-oxidantes e antioxidantes. A 
primeira teoria qualitativa que tenta prever a eficiência de um determinado antioxidante 
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numa matriz lipídica foi o “paradoxo polar” por Porter [26], que formula que os 
antioxidantes adicionados a emulsões óleo-em-água apresentam diferente eficiência 
daquela encontrada quando são incluídos em óleo. Até então estudos efetuados 
demonstaram que os antioxidantes lipofílicos apresentavam maior eficiência na 
inibição da oxidação lipídica do que os antioxidantes hidrofílicos em emulsões porque 
se encontravam principalmente nas regiões da interface das emulsões. Por outro lado, 
no óleo, os antioxidantes mais polares (hidrofílicos) estariam localizados na interface 
ar-óleo e por isso seriam mais eficientes na inibição da oxidação lipídica em óleos do 
que os que apresentam caraterísticas mais lipofílicas [27]. 
Porém, esta teoria foi recentemente posta em causa devido a estudos que 
demonstram que a eficiência de antioxidantes contendo uma cadeia alquílica entre 12 
e 20 carbonos é menor do que os que possuem uma cadeia alquílica com menos de 
12 carbonos, ou seja, antioxidantes mais polares [27]. 
Atualmente é reconhecido que a eficiência e distribuição antioxidante depende 
não só da polaridade do antioxidante mas também de outros fatores, entre eles as 
propriedades químicas do antioxidante, do emulsionante usado e tipo de óleo, e das 
condições ambientais como por exemplo a acidez, temperatura e concentração do 
eletrólito. Todos estes parâmetros afetam a distribuição do antioxidante na emulsão, 
controlando a percentagem do antioxidante numa determinada fase. A partição de 
antioxidantes entre as três regiões (região óleosa, aquosa e interfásica) depende da 
sua solubilidade relativa em cada região e da fração de volume de cada região no 
volume total da emulsão. Desta forma, têm vindo a ser efetuados estudos para tentar 
compreender a influência destes fatores no controlo da distribuição do antioxidante em 
sistemas emulsionados e de que forma a partição de antioxidante afeta a oxidação 
lipídica [27]. 
 
 
1.3.1.1 Em sistemas binários 
 
Em sistemas binários óleo-água na ausência de emulsionante, a distribuição de 
uma molécula, neste caso o antioxidante, é definida pela constante de partição entre 
óleo (O) e água (A), PA
O, sendo (VA) e (VO) os volumes das fases aquosa e oleosa 
respetivamente (equação 1.22) [27]. 
 
 
  O
A
A
O
A
OO
A
V
V
AO
AO
AO
AO
P
%
%
   (1.22) 
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Esta constante de partição dá uma ideia concreta relativamente à 
lipossolubilidade dos antioxidantes. 
 
 
1.3.1.2 Partição dos antioxidantes em sistemas emulsionados 
 
Após adição de emulsionante, que permite que seja criada uma emulsão 
cineticamente estável, é formada uma nova região (interface (I)) que se situa entre as 
regiões oleosa e aquosa, sendo que os antioxidantes distribuem-se entre estas três 
regiões [27]. Desta forma, são necessárias duas constantes de partição, uma entre a 
região orgânica e interfásica (PO
I) (equação 1.23) e outra entre a região aquosa e a 
interfásica (PA
I) (equação 1.24) que vão explicitar a distribuição do antioxidante.  
 
 
 O
II
O
AO
AO
P   (1.23)  
 
 A
II
A
AO
AO
P   (1.24) 
 
Não é possível medir as constantes de partição individualmente através do 
isolamente e análise do antioxidante em cada uma das regiões uma vez que é 
fisicamente impossível separar a interface das outras duas fases. Assim, as 
constantes de partição PA
I e PO
I têm de ser determinadas em emulsões intactas [27]. 
 
 
1.3.2 Método cinético utilizado para determinar a distribuição de antioxidantes em 
emulsões 
 
 Como os métodos utilizados para a determinação das constantes de partição 
em sistemas binários não consegue fornecer informação acerca da percentagem de 
AO na região da interface, uma vez que para utilizar esses métodos seria necessário 
separar a emulsão previamente, é necessário recorrer a novas estratégias para 
determinar a distribuição de antioxidante em emulsões intactas (emulsões modelo) [27]. 
 Desta forma, a escolha para esta determinação foi um método cinético que 
explora a reação entre o antioxidante e o ião hidrofóbico arenodiazónio 16-ArN2
+ 
(figura 1-8) [27]. 
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Figura 1-8: Reação entre antioxidante e ião 16-ArN2
+
 
 
 Devido às emulsões serem opacas, foram desenvolvidos protocolos para 
efetuar a monotorização da reação em emulsões intactas, de forma a ser possível 
determinar a constante de velocidade observada, kobs, sendo os valores dependentes 
da concentração dos reagentes e dos efeitos do meio [27]. 
 
 
1.3.2.1 Modelo cinético da pseudofase (MCP) 
 
A imposição das ideias fundamentais do MCP a sistemas emulsionados 
convenciona a aplicação das seguintes hipóteses: 
 
 1 - A distribuição do antioxidante entre as diferentes regiões da emulsão 
encontra-se em equilíbrio termodinâmico e depende apenas da solubilidade relativa de 
cada uma delas (quando não se excede o limite de solubilidade), é independente da 
emulsão ser O/A ou A/O e também é independente do tamanho das gotículas que 
formam a emulsão. 
 
 Em emulsões do tipo O/A, os volumes das regiões aquosa, oleosa e interfásica 
são muito maiores do que o volume dos reagentes e, por conseguinte, o volume total 
pode ser assumido como sendo igual à soma das quantidades de óleo, interface e 
água. As concentrações de reagentes são geralmente pequenas, na ordem de 10-5 e 
10-3 M, sendo que ao alterar a sua concentração não vai afetar significativamente as 
propriedades da emulsão. Pressupõe-se que o emulsionante se encontra localizado na 
região interfásica e que quando as suas fracções de volume são pequenas e muito 
inferiores em relação aos volumes da região aquosa ou oleosa (I =  VI / Vemulsão =  
0.005-0.05 <<< A ó O), uma alteração na concentração não deve afectar de forma 
significativa as propriedades da emulsão. Por conseguinte, no equilíbrio dos potenciais 
químicos dos reagentes nas várias regiões são iguais entre si e a sua distribuição 
pode ser definida por uma constante de partição termodinâmica P entre as regiões 
referidas (demonstada pelas equações 1.25 e 1.26), sendo que os parênteses indicam 
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concentração em moles por litro de volume para a região, e os subscritos I, O e A 
representam respetivamente as fases interfásica, óleo e água. 
 
 
 O
II
O
AO
AO
P   (1.25)  
 
 A
II
A
AO
AO
P    (1.26) 
 
Pressupõe-se também que, em casos em que os volumes dos reagentes são 
muito inferiores do que os do óleo, água e interface, a sua distribuição depende 
apenas do valor do volume e não da sua forma ou tamanho das gotículas da emulsão. 
 
2 - A velocidade de reação de qualquer AO em diferentes regiões não se encontra 
limitada pela velocidade de transporte entre as regiões. Este pressuposto assume na 
prática que que os antioxidantes estão em equilíbrio dinâmico durante o decorrer de 
uma reacção química ativa termicamente que sofram. 
 
De acordo com as premissas acima descritas, a velocidade de reação entre os 
iões 16-ArN2
+ e o antioxidante será expressa através da soma das velocidades em 
cada uma das regiões da emulsão, e demonstrada pela seguinte equação 1.27: 
 
     
            AAAAIIIIOOOO
TobsTT
AOArNkAOArNkAOArNk
ArNkAOArNkv




222
222
161616
1616
 (1.27) 
 
Em que k representa a constante de velocidade, as expressões escritas entre 
parêntesis retos [...] referem-se à concentração em mol por litro no volume total da 
emulsão e as expressões em parênteses (...) são referentes à concentração em mol 
por litro para o volume de cada uma das regiões; o índice T indica a quantidade 
estequiométrica ou total, índices O, I e A referem-se respetivamente às regiões 
orgânica, interfásica e aquosa do sistema; Ф é a fração de volume de cada região ( = 
Vregião / Vemulsão) e AO designa o antioxidante. 
 
É possível simplificar este esquema cinético se tivermos em atenção de que 
iões arendiazonio 16-ArN2
+ são insolúveis tanto em água e em azeite pois a zona de 
reação dos iões de (-N2
+) é na interface da emulsão (figura 1-9). Assim, será na região 
interfásica que a reacção entre 16-ArN2
+ e o AO irá ocorrer, sendo a equação 1.27 
simplificada na equação 1.28: 
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          IIIITobsTT AOArNkArNkAOArNkv   2222 161616  (1.28) 
 
 
Figura 1-9: Representação esquemática de uma emulsão:  indica a fração de volume para cada uma das 
regiões; AO representa o antioxidante, P representa a constante de partição, kI representa a constante de velocidade 
para a reacção dos iões 16-ArN2
+
 na interfase e os índices O, I e A referem-se às regiões orgânicas, interfásica e 
aquosa, respectivamente. 
 
A fração em volume do emulsionante é dada pela seguinte equação 1.29: 
 
AIO
I
I
VVV
V

  (1.29) 
 
Sendo que VI, VA e VO representam, respetivamente, o volume das regiões 
interfásica, aquosas e oleosas. 
 
A fração em volume de fase orgânica, O, e aquosa, A, são definidos da 
seguinte forma: 
 
1 AIO  (1.30) 
 
43 
 
O balanço de massa de antioxidante e de ião arendiazónio ião é dado pelas 
seguintes equações: 
 
       AAIIOOT AOAOAOAO   (1.31)    IIT ArNArN   22 1616  (1.32) 
 
Ao combinar as equações (1.25), (1.26) e (1.31), obtemos a seguinte 
expressão: 
 
   
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



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O
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A partir da combinação das equações (1.28), (1.32) e (1.33) e tendo em conta 
que as reações são realizadas em condições de pseudo-primeira ordem ([AO] >>> 
[16-ArN2BF4]), a constante de velocidade observada é dada pela equação [1,34]: 
 
   
 
I
OA
I
O
I
A
I
AO
I
O
I
AIT
IITobs
PPPP
PPkAO
AOkAOkk
I

 2  (1.34) 
 
A equação (1.34) corresponde matemáticamente à equação (1.35), e o inverso 
da kobs é correspondente à equação (1.36), sendo que a e b são dados pelas 
equações (1.37) e (1.38): 
 
kobs=a/(1+bI) (1.35)  Iobs abak 11  (1.36) 
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


1
 (1.38) 
 
As constantes de partição PO
I e PA
I podem ser obtidas a partir da equação 
(1.37) de duas formas distintas: 
 
 - Para ser possível obter as constantes de partição PO
I e PA
I, são necessários dois 
valores de b (equação 1.37) para se resolver um sistema com duas incógnitas, nas 
quais são necessárias estas duas constantes de partição. Os dois valores de b podem 
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ser obtidos a partir do estudo da variações de kobs em função de I para pelo menos 
dois valores da razão A/O; 
 
- A partir da razão das constantes de partição PO
I e PA
I, equações (1.25) e (1.26), é 
representado o valor da constante de partição entre as fases aquosa e oleosa (PA
O), 
expressa na equação (1.39): 
 
   
   
 
 A
O
OI
AI
I
O
I
AO
A
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AO
AOAO
AOAO
P
P
P   (1.39) 
 
Assim, também é possível determinar as constantes de partição PO
I e PA
I, 
através da medição experimental da constante de partição PA
O, que representa a 
constante de partição do antioxidante num sistema binário água-azeite na ausência de 
emulsionante, sendo apenas necessário saber um valor de b (equação 1.37), que se 
obtem a partir da variação de kobs em função de I para uma determinada razão A/O. 
Após a determinação das constantes de partição, pode ser determinado kl, que 
representa a constante de velocidade para a reacção biomolecular que ocorre entre 
16-ArN2
+ e o antioxidante na interface, recorrendo à equação 1.38. 
 A percentagem de antioxidante presente em cada uma das fases pode ser 
obtida, recorrendo às equações 1.40 - 1,42. 
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1.3.2.2 Simplificação do modelo cinético da pseudofase (MCPS) 
 
 Em situações em que a solubilidade de um dado antioxidante é muito baixo, 
numa dada região do sistema emulsionado, a determinação das constantes de 
partição pode estar sujeita a um grande erro, uma vez que tal implicaria que uma das 
constantes de partição é muito maior do que a outra. 
 Nestes casos, o modelo de pseudofase demonstrado anteriormente, pode ser 
simplificado, assumindo que a concentração de antioxidante numa das regiões é 
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praticamente nula, o que vai simplificar bastante o tratamento matemático e a 
interpretação dos dados. 
 Desta forma, assumindo que a distribuição ocorre principalmente entre as 
regiões aquosas e interfásicas (isto é, a solubilidade do AO na região de oleosa é 
nula), a concentração total de AO, definida pela equação 1.31, é reduzida dando 
origem à equação 1.43: 
 
  AAIIT AOAOAO  )()(  (1.43) 
 
 
Figura 1-10: Representação esquemática de uma emulsão; indica a fração de volume para cada uma das 
fases; AO é um antioxidante; P representa a constante de partição, kI é a constante de velocidade para a reacção dos 
iões 16-ArN2
+
 na interfase, e os índices O, I e A dizem respeito às regiões orgânica, interfásica e aquosa. 
 
Substituindo a equação 1.26 na equação 1.43, é obtida a equação 1.44: 
 
 
A
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I
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
)(  (1.44) 
 
Substituindo a equação 1.44 na equação 1.32, é obtida a expressão que 
expressa a relação entre a constante de velocidade observada com a constante de 
partição do AO entre as regiões aquosa e interfásica, dada pela equação 1.45: 
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A equação 1.45 é matematicamente equivalente à equação 1.46: 
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Onde os parâmetros a e b são definidos pelas equações 1.47 e 1.48: 
 
A
I
APb

  (1.47)  ]·[ TI AOka   (1.48) 
 
A equação 1.46 também prevê que a variação de 
obsk
1
 em função de I 
(equação 1.49) deve ser linear, com uma ordenada na origem de 1 / (ab) e um declive 
de 1/a. 
 
I
obs abak

1
·
11
 (1.49) 
 
Na representação linear de 
obsk
1
 em função de ΦI, pode ser obtido a partir do 
declive o valor de kI, e combinando o declive com o valor da ordenada na origem, o 
valor de PA
I. 
 
)(/)( origemnaordenadadecliveP A
I
A  (1.50) 
 
A fracção de AO presente nas fases aquosa e interfásica do sistema é dada 
pela equação 1.51 e 1.52, respectivamente. 
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Tendo em conta que [AOI] = (AOI)I e [AOA] = (AOA)A, obtemos as equações 
1.53 e 1.54, que permitem saber a distribuição de um AO entre as fases aquosa e 
interfásica de um sistema emulsionado. 
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Para os casos em que a distribuição ocorre principalmente entre as fases 
interfásica e orgânica, isto é, as regiões nos casos em que a concentração de AO na 
fase aquosa é desprezável, seguindo o mesmo procedimento, pode ser obtido uma 
expressão que se correlaciona a constante de velocidade observada com a constante 
de partição do AO entre as fases orgânica e interfásica, demonstrada na equação 
1.55. A equação 1.55 pode ser linearizada, obtendo-se a equação 1.56: 
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Na representação linear da 1/kobs em função de ΦI, pode ser obtida a partir do 
declive o valor de kI, e combinando o declive com o valor da ordenada na origem, o 
valor de PO
I: 
 
)/()( origemnaordenadadecliveP O
I
O  (1.57) 
 
Assim, a percentagem de AO nestas regiões é dada pelas equações 1.58 e 
1.59: 
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2. OBJETIVO 
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Recorremos ao uso de antioxidantes fenólicos para aumentar o tempo de 
prateleira e a segurança na ingestão de alimentos encontrados em sistemas 
emulsionados, entre eles as margarinas, maioneses e molhos, mas também para 
atuarem como agentes terapêuticos no combate de doenças associadas com o stress 
oxidativo. Estes antioxidantes encontram-se presentes não só nas regiões aquosa e 
oleosa, mas também na interfase, sendo que a atividade antioxidante vai depender de 
vários fatores como temperatura, pH, estrutura do antioxidante e sua distribuição pelas 
várias regiões da emulsão. 
Após as sínteses dos ésteres do hidroxitirosol, tencionou-se analisar a 
distribuição destes antioxidantes pelas regiões de emulsões do tipo óleo/água (O/A), 
que é um fator importante na eficácia da atividade antioxidante dos mesmos. 
Assim, este trabalho realizado durante o ano lectivo tem como objetivo a 
avaliação de derivados de hidroxitirosol de diferente comprimento de cadeia lateral, 
por forma a observar o poder antioxidante dos ésteres formados, distribuição das 
moléculas pelas várias fases de emulsões óleo/Tween 20/água e fazer a correlação da 
localização das moléculas com a sua capacidade antioxidante em emulsóes O/A. 
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3. MÉTODOS E PROCEDIMENTOS 
EXPERIMENTAIS 
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3.1 Métodos e reagentes 
 
Para efetuar a análise dos compostos sintetizados recorreu-se a algumas 
técnicas, sendo elas a cromatografia em camada fina (TLC), a ressonância magnética 
nuclear de protão (1H-RMN) e de carbono (13C-RMN). 
Utilizaram-se placas de TLC constituídas por gel de sílica em suporte de 
alumínio (Merck 60 S254), tendo estas sido reveladas por luz UV, em câmara de iodo e 
com solução de Mostain (100 mL H2SO4 10%, 5,0 g (NH4)6Mo7O24.4H2O, 22,0 g 
Ce(SO4)2.4H2O). O eluente utilizado foi o acetato de etilo (AcOEt)/éter de petróleo (1:1 
v/v). 
Nas purificações por cromatografia em coluna utilizou-se como fase 
estacionária gel de sílica (0,040-0,063 mm, Merck®). 
Os espetros de 1H-RMN e 13C-RMN foram traçados num espectrofotómetro 
Brucker Avance III 400, usado como solvente acetona deuterada. 
Os espectros UV/Vis foram traçados num espectrofotómetro Thermo Scientific, 
Evolution Array, UV-Visible Spectrophotometer, Temperature Controller. 
Para as determinações espectrofotométricas pelo método de DPPH utilizou-se 
um espectrómetro PowerWave XS, Bio-Tek® e placas de poliestireno de 8x12 poços. 
Todos os solventes utilizados nas extrações foram de qualidade “Puro”, 
enquanto que os utilizados em cromatografia em coluna foram de qualidade “Para 
Análise (PA)” da Merck ou Sigma Aldrich. 
 
 
3.2 Sintese dos derivados do Hidroxitirosol 
 
3.2.1 Síntese dos ésteres do hidroxitirosol de cadeia alquílica curta (C1-C8) 
 
Obtiveram-se os ésteres do hidroxitirosol de cadeia alquílica mais curta por 
esterificação do HyTy com o ácido apropriado com catálise enzimática (figura 3-1). 
 
 
Figura 3-1: Síntese dos ésteres derivados de hidroxitirosol a partir de hidroxitirosol e ácido apropriado 
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Para um balão de fundo redondo de 100 mL, mediram-se 3,24 mmol de 
hidroxitirosol e 9,72 mmol do ácido pretendido, 0,972 gramas de enzima Novozym 435 
e ≈33 mL de benzeno. Deixou-se a mistura a 35°C durante um determinado tempo, de 
acordo com a tabela 3-1. Após o tempo de reação, efetuou-se a filtração da enzima e 
transferiu-se a solução para uma ampola de decantação e adicionaram-se 80 mL de 
éter etílico. Procedeu-se à lavagem da camada orgânica com três porções de 30 mL 
de bicarbonato de sódio 0,6 M. Secou-se com sulfato de sódio anidro e evaporou-se o 
solvente no evaporador rotativo. 
 Todos os ésteres obtidos foram purificados por cromatografia, e posteriormente 
analisados e caraterizados por 1H-RMN e 13C-RMN. 
 
Tabela 3-1: Cadeia e tempos de reação para os diferentes ésteres derivados de cadeia alquílica curta do hidroxitirosol 
Antioxidante R Tempo de reação (dias) 
C1 H 2 
C2 CH3 2 
C3 CH2CH3 3 
C4 CH2CH2CH3 2 
C6 CH2CH2(CH2)2CH3 3 
C8 CH2CH2(CH2)4CH3 2 
 
 
3.2.1.1 Caracterização espectroscópica dos ésteres de hidroxitirosol de cadeia 
alquílica curta 
 
 
Figura 3-2: Estrutura numerada dos ésteres de hidroxitirosol de cadeia alquílica curta 
 
Formiato de hidroxitirosol (C1) (estado sólido de cor branca) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 7,7 (1H, H-9); 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,75 (d, 
J = 8 Hz, 1H, H-8); 6,59 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,27 (t, J = 8,0 Hz, 2H, 
H-1); 2,81 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2). 
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13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 161,9 (C-9); 145,9 (C-7); 144,6 (C-6); 130,2 (C-3); 
121,1 (C-4); 116,8 (C-5); 116,1 (C-8); 65,2 (C-1); 35,0 (C-2). 
 
Etanoato de hidroxitirosol (C2) (estado sólido de cor branca) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,58 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,15 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1); 2,76 
(t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2); 1,96 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-10). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 170,0 (C-9); 145,0 (C-7); 143,6 (C-6); 129,7 (C-3); 
120,1 (C-4); 115,9 (C-5); 115,2 (C-8); 64,8 (C-1); 34,2 (C-2); 27,0 (C-10). 
 
Propanoato de hidroxitirosol (C3) (estado líquido incolor) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,58 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,18 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1); 2,77 
(t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2); 2,28 (quart, J = 8,0 Hz, 2H, H-10); 1,05 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-
11). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 173,5 (C-9); 145,0 (C-7); 143,6 (C-6); 129,7 (C-3); 
120,2 (C-4); 116,0 (C-5); 115,2 (C-8); 64,8 (C-1); 34,3 (C-2); 27,0 (C-10); 8,5 (C-11). 
 
Butanoato de hidroxitirosol (C4) (estado líquido incolor) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,58 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2.0 Hz, 1H, H-4); 4,18 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1); 2;76 
(t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2); 2,24 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-10); 1,58 (sext, J = 8,0 Hz, 2H, H-11); 
0,89 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-12). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 173,5 (C-9); 145,9 (C-7); 144,5 (C-6); 130,6 (C-3); 
121,0 (C-4); 116,8 (C-5); 116,0 (C-8); 65,6 (C-1); 36,5 (C-2); 35,2 (C-10); 19,0 (C-11); 
13,8 (C-12). 
 
Hexanoato de hidroxitirosol (C6) (estado líquido incolor) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,58 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,18 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1); 2,77 
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(t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2); 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-10); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H, H-
11); 1,28 (m, 4H, H-12); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-13). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 172,8 (C-9); 145,0 (C-7); 143,6 (C-6); 129,7 (C-3); 
120,1 (C-4); 115,9 (C-5); 115,2 (C-8); 64,7 (C-1); 34,3 (C-2); 33,7 (C-10); 31,1 (C-11); 
24,5 (C12); 22,1 (C-13); 13,3 (C-14). 
 
Octanoato de hidroxitirosol (C8) (estado líquido incolor) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,58 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1); 2,77 
(t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2); 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-10); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H, H-
11); 1,28 (m, 6H, H-12); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-13). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 172,7 (C-9); 145,0 (C-7); 143,9 (C-6); 129,7 (C-3); 
120,1 (C-4); 115,8 (C-5); 115,2 (C-8); 64,7 (C-1); 34,3 (C-2); 33,8 (C-10); 31,5 (C-11); 
24,8 (C12); 24,8 (C13); 22,4 (C-14); 22,4 (C-15); 13,4 (C-16). 
 
 
3.2.2 Síntese dos ésteres do hidroxitirosol de cadeia alquílica longa (C8-C16) 
 
Obtiveram-se os ésteres do hidroxitirosol de cadeia alquílica mais longa (C8-
C16) por transesterificação com catálise enzimática. Assim, procedeu-se à síntese 
prévia dos ésteres metílicos dos ácidos gordos para que pudessem ser utilizados 
posteriormente na reação de transesterificação. 
 
 
3.2.2.1 Síntese dos ésteres metílicos dos ácidos gordos 
 
 
Figura 3-3: Formação de um éster metílico a partir do ácido apropriado na presença de BF3.CH3OH 
 
Para um balão de fundo redondo de 100 mL, mediram-se 4 gramas de ácido e 
30 mL de solução metanólica de triflureto de boro (BF3.CH3OH). Deixou-se a reação a 
C8: (CH2)6CH3 
C10: R = (CH2)8CH3 
C12: R = (CH2)10CH3 
C14: R = (CH2)12CH3 
C16: R = (CH2)14CH3 
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100°C durante 4 horas. Ao fim desse tempo, arrefeceu-se o balão em banho de gelo e 
transferiu-se o seu conteúdo para uma ampola de decantação juntamente com 80 mL 
de éter etílico. Procede-se à lavagem da camada orgânica com três porções de 60 mL 
de solução saturada de cloreto de sódio (salmoura) e depois com 1 porção de 60 mL 
de água desionizada. Recolheu-se a camada orgânica, secou-se com sulfato de sódio 
anidro e evaporou-se o solvente no evaporador rotativo. 
Todos os ésteres obtidos foram analisados e caraterizados por 1H-RMN e 13C-
RMN. 
 
 
3.2.2.2 Síntese dos ésteres do hidroxitirosol por transesterificação 
 
 
Figura 3-4: Síntese do éster de hidroxitirosol a partir de hidroxitirosol e éster metílico 
 
Para um balão de fundo redondo de 100 mL, mediram-se 3,24 mmol de 
hidroxitirosol e 9,72 mmol do éster metílico pretendido, 0,972 gramas de enzima 
Novozym 435 e ≈33 mL de benzeno. Deixou-se a reação a 35°C durante um 
determinado tempo, de acordo com o tempo indicado na tabela 3-2. No fim da reação, 
filtrou-se a enzima e procedeu-se à purificação da mistura por cromatografia em 
coluna, usando sílica 0,063-0,200 mm como fase estacionária e éter de 
petróleo/acetato de etilo 2:1 (v:v) como eluente. Acompanhou-se a purificação por 
cromatografia de camada fina (revelação UV e câmara de iodo). Após evaporação do 
solvente, os ésteres obtidos foram identificados por 1H-RMN e 13C-RMN. 
 
Tabela 3-2: Cadeia e tempos de reação para os diferentes ésteres derivados de cadeia alquílica longa do hidroxitirosol 
Antioxidante R Tempo de reação (dias) 
C8 CH2CH2(CH2)4CH3 2 
C10 CH2CH2(CH2)6CH3 3 
C12 CH2CH2(CH2)8CH3 3 
C14 CH2CH2(CH2)10CH3 4 
C16 CH2CH2(CH2)12CH3 4 
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3.2.2.2.1 Caraterização espectroscópica dos ésteres de hidroxitirosol de 
cadeia alquílica longa 
 
 
Figura 3-5: Estrutura numerada dos ésteres de hidroxitirosol de cadeia alquílica longa 
 
Decanoato de hidroxitosol (C10) (estado sólido de cor branca) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,58 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,18 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1); 2,77 
(t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2); 2,28 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-10); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H, H-
11); 1,29 (m, 12H, H-12); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-13). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 172,7 (C-9); 145,0 (C-7); 143,6 (C-6); 129,7 (C-3); 
120,3 (C-4); 115,9 (C-5); 115,1 (C-8); 64,6 (C-1); 34,3 (C-2); 33,8 (C-10); 31,7 (C-11); 
24,8 (C12); 24,8 (C13); 24,8 (C14); 22,4 (C-15); 22,4 (C-16); 22,4 (C-17); 13,5 (C-18). 
 
Dodecanoato de hidroxitirosol (C12) (estado sólido de cor branca) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,58 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1); 2,77 
(t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2), 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-10); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H, H-
11), 1,29 (m, 16H, H-12); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-13). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 172,7 (C-9); 145,0 (C-7); 143,6 (C-6); 129,7 (C-3); 
120,1 (C-4); 115,8 (C-5); 115,2 (C-8); 64,7 (C-1); 34,3 (C-2); 33,8 (C-10); 31,7 (C-11); 
24,8 (C12); 24,8 (C13); 24,8 (C14); 24,8 (C15); 22,4 (C-16); 22,4 (C-17); 22,4 (C-18); 
22,4 (C-19); 13,5 (C-20). 
 
Tetradecanoato de hidroxitirosol (C14) (estado sólido de cor branca) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,57 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1), 2,76 
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(t, J = 8,0 Hz, 2H, H-2); 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-10); 1,56 (quint, J = 8,0 Hz, 2H, H-
11); 1,29 (m, 16H, H-12); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-13). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 173,6 (C-9); 145,8 (C-7); 144,5 (C-6); 130,6 (C-3); 
121,0 (C-4); 116,8 (C-5); 116,0 (C-8); 65,6 (C-1); 35,2 (C-2); 34,7 (C-10); 32,6 (C-11); 
25,7 (C12); 25,7 (C13); 25,7 (C14); 25,7 (C15); 25,7 (C16); 23,3 (C-17); 23,3 (C-18); 
23,3 (C-19); 23,3 (C-20); 23,3 (C-21); 14,5 (C-22). 
 
Hexadecanoato de hidroxitirosol (C16) (estado sólido de cor branca) 
 
1H RMN (400 MHz, acetona D6): δ 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 
1H, H-8); 6,58 (dd, 3J = 8,0 Hz, 4J =2,0 Hz, 1H, H-4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1); 2,76 
(t, J = 8.0 Hz, 2H, H-2); 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-10); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H, H-
11); 1,29 (m, 24H, H-12); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-13). 
 
13C RMN (100 MHz, acetona D6): δ 173,6 (C-9); 145,9 (C-7); 144,5 (C-6); 130,6 (C-3); 
122,0 (C-4); 116,8 (C-5); 116,0 (C-8); 65,6 (C-1); 35,2 (C-2); 34,7 (C-10); 32,7 (C-11); 
25,7 (C12); 25,7 (C13); 25,7 (C14); 25,7 (C15); 25,7 (C16); 25,7 (C17); 23,3 (C-18); 
23,3 (C-19); 23,3 (C-20); 23,3 (C-21); 23,3 (C-22); 23,3 (C-23); 14,4 (C-24). 
 
 
3.3 Remoção dos antioxidantes endógenos do azeite 
 
Efetuaram-se emulsões com azeite como fase oleosa. Uma vez que o azeite 
possui compostos antioxidantes como o α-tocoferol e vários polifenóis, e de forma a 
não interferirem no estudo da estabilidade oxidativa das emulsões preparadas com os 
derivados de hidroxitirosol sintetizados, efetuou-se a remoção prévia destes do azeite. 
 
 
3.3.1 Extração dos compostos fenólicos 
 
Removeram-se os compostos fenólicos do azeite através de um processo de 
extração líquido-líquido [28]. Extraíram-se 3 litros com oito porções de 300 mL de 
solução de hidróxido de sódio 0,5 M. Lavou-se com porções de 200 mL de solução de 
ácido clorídrico 0,5 M e com cinco porções de 200 mL de solução aquosa de cloreto 
de sódio saturado. Centrifugou-se a camada orgânica durante 5 minutos a 20000 
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rotações por minuto. Secou-se a camada orgânica com sulfato de sódio anidro e 
guardou-se a 4°C até ser efetuada a extração dos tocoferóis. 
 
Figura 3-6: Azeite durante o procedimento de extração líquido-líquido dos polifenóis (a ser efetuada a extração com 
hidróxido de sódio 0,5 M) 
 
 
3.3.2 Extração de tocoferóis 
 
Para a remoção dos tocoferóis, seguiu-se o procedimento descrito por Yoshida 
et al (1993) [29], com algumas modificações. Desta forma, preparou-se uma coluna 
cromatográfica contendo como fase estacionária alumina ativada. Para isso, para cada 
coluna efetuada, ativaram-se 300 gramas de alumina (óxido de alumina 90 ativo 
neutro Merck 0,063-0,200 nm) com água desionizada e posterior secagem numa mufla 
a 200°C durante 48 horas. 
Passou-se o azeite anteriormente tratado e isento de polifenóis por esta coluna, 
sem utilização de eluente. Envolveram-se as colunas em papel de alumínio, procedeu-
se à eluição sob pressão de azoto e recolheu-se o azeite num matraz. 
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Figura 3-7: Azeite livre de compostos fenólicos e tocoferóis 
 
 
3.4 Determinação da constante de partição (PA
O) dos ésteres 
de hidroxitirosol em sistemas binários 
 
Prepararam-se emulsões com 4 mL de azeite livre de antioxidantes e 6 mL de 
uma solução padrão de ácido cítrico-citrato (0,04 M pH 3,65), contendo o antioxidante 
a estudar dissolvido previamente na fase mais apropriada (os antioxidantes mais 
hidrófilicos dissolveram-se na fase aquosa enquanto que os antioxidantes mais 
hidrofóbicos dissolveram-se na fase orgânica) e com uma concentração final de 
3,0x10-3 M nos 10 mL de emulsão. Agitaram-se as misturas com recurso ao rotor de 
alta velocidade (Polytron PT 1600 E) durante 1 minuto à temperatura ambiente e a 
uma velocidade de 20000 r.p.m., originando emulsões opacas. Em seguida, 
colocaram-se as amostras a centrifugar durante 45 minutos a 30000 r.p.m., e 
deixaram-se num banho à temperatura constante de 25ºC durante a noite. Observou-
se a total separação das fases das emulsões. 
Preparou-se igualmente uma emulsão nas mesmas condições mas sem 
antioxidante. 
Realizaram-se curvas de calibração para cada composto em cada uma das 
fases, com o objetivo de quantificar por espectrofotometria de UV/Vis a concentração 
de antioxidante presente em cada uma das fases. A concentração dos compostos na 
fase oleosa e aquosa foi determinada, dissolvendo alíquotas de fase oleosa em 
solução butanol/etanol 1:1 ou alíquotas de fase aquosa em tampão ácido cítrico-
60 
 
citrato, lendo-se a aborvância de ambas as soluções ao comprimento de onda de 280 
nm. Determinou-se as PA
O para cada composto em triplicado. 
 
 
3.5 Determinação da distribuição dos antioxidantes em 
emulsões modelo 
 
3.5.1 Preparação da solução de agente acopulante N-1-(1-Naftil) etilenodiamina 
(NED) 
 
Preparou-se uma solução de agente acopulante dissolvendo-se 4,93 g de N-1-
(1-naftil) etilenodiamina (NED) em 500 mL de etanol, e acertou-se o volume a 1 L com 
butanol (concentração final de 0,0190 M). Armazenou-se esta solução num recipiente 
de plástico e ao abrigo da luz de forma a minimizar a sua fotodecomposição. 
 
 
3.5.2 Síntese do sal de arenodiazónio 
 
Uma vez que o sal de arenodiazónio necessário não se encontra 
comercialmente disponível, necessitou-se efetuar a sua síntese com base no 
procedimento descrito por Doyle [30]. 
 
 
Figura 3-8: Síntese do sal de arenodiazónio 
 
De forma a ser obtido o sal de arenodiazónio, colocaram-se 4,5 mL de 
BF3.Et2O num gobelé mantido num banho de gelo/acetona a -15°C. De seguida, 
dissolveram-se 2,45 gramas de 4-hexadecilanilina (0,008 mol) num volume mínimo de 
tetrahidrofurano (THF), e adicionou-se esta solução ao BF3.Et2O com agitação 
contínua. À mistura resultante e em constante agitação foram adicionados, gota a 
gota, 3,3 mL de n-butil nitrilo (BuONO) (0,028 mol), dando início à reação de 
diazotação. 
 Após a adição de todo o BuONO, manteve-se a mistura reacional no banho de 
gelo/acetona durante 20 minutos. Após este intervalo de tempo, efetuou-se a 
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purificação do sal obtido por cristalização com acetonitrilo e éter etílico. Filtrou-se o 
precipitado sob vácuo e recristalizou-se mais três vezes com acetonitrilo e éter etílico 
frio. 
 Obtiveram-se 2,57 gramas de um sólido cristalino de cor branca (rendimento de 
75%), guardado em condições adequadas de humidade, luminosidade e temperatura, 
de modo a minimizar a sua decomposição. 
 
 
3.5.3 Preparação das emulsões 
 
Pesaram-se 3,0x10-5 mol de antioxidante diretamente nos frascos onde foram 
preparadas as emulsões. 
Prepararam-se 10 mL de cada emulsão, misturando-se azeite livre de 
antioxidantes com tampão citrato (0,04 M e pH=3,65) numa proporção 4:6 (O/A), com 
diferentes frações de emulsionante Tween 20 ( = 0.005-0.040). Agitou-se a mistura 
durante 1 minuto com um homogenenizador Polytron 1600 E, a uma velocidade de 
20000 r.p.m., obtendo-se uma mistura homogénea, opaca e com aspeto leitoso. 
 
 
3.5.4 Determinação das constantes de velocidade (kobs) das emulsões 
 
Após a preparação da emulsão, transferiu-se para uma célula termostatizada a 
uma temperatura de 25°C e em agitação contínua, com o objetivo de minimizar a 
separação de fases e favorecer a perfeita distribuição das soluções a seguir 
adicionadas. Ao mesmo tempo termostatizou-se uma série de tubos de ensaio 
contendo 2,5 mL de solução de NED 0,0190 M. Assim que a temperatura necessária 
para realizar o trabalho foi atingida na célula e nos tubos de ensaio, adicionou-se uma 
alíquota de 16 µL de uma solução de 16-ArN2
+ 0,17 M à emulsão, iniciando-se assim a 
reação com o antioxidante presente na emulsão. Retirou-se uma alíquota de 200 µL a 
diferentes tempos de reação e adicionou-se a um dos tubos de ensaio contendo 
solução de NED termostatizada, tendo-se observado a formação rápida do corante 
azóico (figura 3-9). Determinou-se a absorvância da solução contendo o corante obtido 
para cada tempo de reação a um comprimento de onda de 572 nm. Obteve-se o valor 
de kobs, ajustando-se os dados absorvância-tempo à seguinte equação: 
 
tk
AA
A
obs
t 




0
A
ln  
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sendo que At, A0 e A∞ representam, respetivamente, a absorvância a um tempo t, a 
absorvância inicial e a absorvância a um tempo infinito, e kobs a constante de 
velocidade observada. 
 
 
Figura 3-9: Reação entre o ião 16-ArN2
+
 e o ião NED 
 
 
3.6 Determinação da atividade antiradicalar  
 
3.6.1 Avaliação da capacidade antiradicalar dos ésteres de hidroxitosol pelo 
método de DPPH 
 
O método de DPPH é um método colorimétrico simples que tem como princípio 
a diminuição da absorbância do radical de DPPH (=515 nm) devido à sua reação com 
o antioxidante, e que é caracterizada pela mudança de uma cor púrpura forte para 
amarelo torrado. 
Dissolveram-se 0,0152 g de DPPH em 10 mL de MeOH, retiraram-se 0,5 mL 
desta solução e diluíu-se com metanol até ao volume de 20 mL (9,64 x 10-5 M). 
Prepararam-se soluções padrão de HyTy e de cada um dos ésteres 
sintetizados anteriormente (C1, C2, C3, C4, C6, C8, C10, C12, C14 e C16), contendo 
3,784 x 10-3 moles de cada um dos antioxidantes, diluídos em 10 mL de metanol. Das 
diferentes soluções prepararam-se soluções padrão diluindo os volumes indicados na 
tabela 3-3 até ao volume de 10 mL. 
 
Tabela 3-3: Volume de solução padrão retirado para cada antioxidante 
Volume de Padrão retirado (mL) 
0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 
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Para cada poço de uma placa BD Falcon de 96 poços de poliestireno mediram-
se 250 µL de solução de DPPH 9,64x10-5 M e, no tempo zero, 50 µL de cada uma das 
soluções padrão efetuadas com os volumes indicados na tabela 3-3. 
Efetuou-se o ensaio à temperatura de 25°C e leu-se a absorvância a 515 nm 
de cada amostra ao longo de uma hora em intervalos de cinco minutos. Realizaram-se 
os ensaios em quadriplicado. 
 Define-se a atividade antiradicalar através do parâmetro EC50, a concentração 
necessária para que o antioxidante neutralize 50% dos radicais iniciais de DPPH. 
 
 
3.7 Determinação da atividade antioxidante 
 
3.7.1 Método do forno de Schaal 
 
Para poder ser determinada a atividade antioxidante dos compostos em 
emulsão recorreu-se a um teste de aceleração oxidativa designado de método do 
forno de Schaal, em que as emulsões preparadas são submetidas a uma temperatura 
elevada de T=60°C. Realizou-se este estudo em triplicado. 
As emulsões foram preparadas em frascos de vidro tratados previamente com 
ácido clorídrico 37%. 
 
 
3.7.1.1 Avaliação da atividade antioxidante dos ésteres do hidroxitirosol pelo do 
método do forno de Schaal (“Schaal Oven Test”) 
 
Adicionaram-se 50 µL de uma dissolução metanólica de cada antioxidante 0,05 
M (HyTy e C1-C16) à fase oleosa e deixou-se evaporar o solvente na estufa a 40°C. 
Prepararam-se 10 mL de emulsão contendo 6 mL de solução tampão citrico-
citrato (0,04 M pH=3,65), 4 mL de azeite livre de antioxidantes e 1% de emulsionante 
Tween 20. Prepararam-se as emulsões, agitando cada mistura com um rotor de alta 
velocidade Polytron PT 1600 E a uma velocidade de 20000 r.p.m.. Colocaram-se as 
amostras em triplicado num forno a 60°C ao abrigo da luz. Recolheram-se 50 µL de 
cada emulsão para posterior análise do seu estado de oxidação pelo método dos 
dienos conjugados no tempo zero. Periodicamente retiraram-se novas alíquotas de 50 
µL de cada emulsão para avaliação do estado de oxidação. 
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Figura 3-10: Exemplificação da preparação das amostras do teste do forno de Schaal e exemplificação das amostras 
antes e depois de agitação 
 
Efetuou-se um novo teste do forno para os compostos HyTy, C1, C3, C8 e C16 
com emulsões preparadas do mesmo modo que as anteriores mas contendo 
diferentes percentagens de emulsionante Tween 20 (0,5, 1 e 2%) e feita para um 
menor número de antioxidantes. 
 
 
3.7.1.2 Determinação do conteúdo em Dienos Conjugados 
 
Os dienos conjugados que se formam durante o processo de oxidação podem 
ser determinados espetrofométricamente pela forte absorção que apresentam a  = 
233 nm [31]. Assim, diluíram-se os 50 µL de emulsão que se retiram de cada uma das 
amostras a 10 mL com etanol e mediu-se a sua absorvância no espetrofotómetro a  = 
233 nm. 
A quantidade de dienos conjugados (%CD), expressa em gramas presentes em 
100g de amostra, foi determinada utilizando a massa molecular relativa e a 
absortividade molar do hidroperóxido de ácido linoleico (280 g/mol,  = 26000), através 
da equação: 
)/(
0769.1% 233
lgC
A
CD
azeite
nm  
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sendo que Abs233nm a absorvância da solução e Cazeite a concentração de azeite na 
solução em g/L. 
 
 
3.8 Análise estatística 
 
Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados estatisticamente por 
programa ANOVA (Analysis of Variance), com um nível de significância p  0,05, 
utilizando o teste de Duncan. Utilizou-se como software o IBM SPSS Statistics 22.0. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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4.1 Sintese dos ésteres do Hidroxitirosol 
 
Uma vez que a síntese de ésteres a partir de um álcool e de um ácido com 
catálise ácida necessita da utilização de um grande excesso de um dos reagentes 
para ter um rendimento mais elevado, tentou-se arranjar uma alternativa em que não 
houvesse esta necessidade. De facto, o preço elevado do álcool hidroxitirosol e a 
difícil separação dos ácidos de cadeia longa dos ésteres a obter torna a utilização de 
qualquer um deles em excesso inviável. 
Assim, tentou-se sintetizar os ésteres do HyTy, a partir do hidroxitirosol e dos 
ácidos pretendidos mas recorrendo à catálise enzimática. No entanto, verificou-se que 
nos métodos descritos na literatura era utilizada a transesterificação com um largo 
excesso do éster metílico dos ácidos gordos, embora não fossem encontrados dados 
relativos a sínteses efetuadas sem este excesso. Deste modo, efetuou-se um pequeno 
estudo sobre as condições a utilizar durante a obtenção dos ésteres do hidroxitirosol. 
 
 
4.1.1 Síntese do octanoato de tirosol  
 
Utilizou-se neste estudo a síntese do octanoato de tirosol (Ty) devido a possuir 
caraterísticas físico-químicas muito semelhantes ao HyTy e o seu preço ser bastante 
mais baixo. De modo a encontrar as condições que levassem a um bom rendimento, 
tentou-se a síntese do octanoato de Ty, a partir do Ty e do ácido octanóico, e a partir 
do Ty e do octanoato de metilo, na presença de Novozym e nas proporções de 1:3 
(álcool:ácido/éster) à temperatura de 35°C.  
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Figura 4-1: Síntese do éster derivado de tirosol C8 a partir de tirosol e ácido ou éster apropriado 
 
Verificou-se que a reação a partir do Ty e do ácido octanóico apresentou um 
rendimento mais elevado, não sendo por isso necessário a utilização dos ésteres 
metílicos. Verificou-se igualmente ser desnecessária a utilização de um grande 
excesso do ácido ou do seu éster metílico para ser obtido um rendimento aceitável. 
Os rendimentos obtidos após purificação encontram-se na tabela 4-1. 
 
Tabela 4-1: Resultados experimentais das sínteses do derivado C8 de Ty por esterificação e transesterificação 
Antioxidante R Tempo de reacção (dias) η (%) Experimental 
C8 (Ácido) CH2CH2(CH2)4CH3 2 83,9 
C8 (Éster) CH2CH2(CH2)4CH3 2 58,0 
 
 
4.1.2 Síntese por esterificação com catálise enzimática 
 
Sintetizaram-se os ésteres de hidroxitirosol de cadeia curta a partir do HyTy e 
do ácido pretendido (figura 3-1) com rendimentos relativamente elevados. Verificou-se 
que à medida que a cadeia lateral aumentava, o rendimento também aumentava, com 
exceção do éster C6. Esta situação deveu-se provavelmente ao facto de que os 
compostos com menor cadeia alquílica, ou seja, mais hidrofílicos terem tendência para 
serem eliminados na fase aquosa durante a purificação. Verificou-se igualmente, no 
caso do éster C4, que a quantidade de éster obtida nas condições utilizadas foi 
superior à obtida pelo processo descrito na literatura, não sendo por isso necessária a 
utilização do largo excesso do ácido ou seu éster. 
 
Tabela 4-2: Resultados experimentais das sínteses dos ésteres do HyTy por esterificação enzimática.  
 
SV = Sem valor 
 
Tentou-se ainda efetuar a síntese por esterificação com catálise ácida dos 
ésteres de cadeia alquílica superior a C8. No entanto, a formação de sabões dos 
Antioxidante R Tempo de reacção (dias) η (%) Experimental η (%) Bibliográfico 
[32]
C1 H 2 39,2 SV
C2 CH3 2 39,0 86,0
C3 CH2CH3 3 75,4 SV
C4 CH2CH2CH3 2 73,8 65,0
C6 CH2CH2(CH2)2CH3 3 40,1 SV
C8 CH2CH2(CH2)4CH3 2 74,0 SV
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ácidos gordos durante a purificação tornou esta impossível de se realizar, uma vez 
que se formaram emulsões bastante estáveis. Assim, teve de ser utilizado um método 
alternativo, a transesterificação com catálise enzimática. 
 
 
4.1.3 Síntese por transesterificação com catálise enzimática 
 
Os ésteres de HyTy de cadeia longa foram sintetizados com sucesso, a partir 
do HyTy e dos ésteres metílicos dos ácidos gordos obtidos comercialmente (figura 3-
4). Observou-se que os rendimentos obtidos experimentalmente para os ésteres C12 e 
C16 são inferiores aos encontrados na literatura. Estes rendimentos relativamente 
baixos são causados pela dificuldade de purificação por cromatografia em coluna, uma 
vez que os RF dos ésteres de HyTy obtidos são relativamente semelhantes aos dos 
ésteres metílicos utilizados na transesterificação, para os vários eluentes testados. 
Acresce ainda a dificuldade de visualização das manchas dos ésteres metílicos serem 
de difícil revelação nos TLC efetuados, pelo que não foram utilizados alguns tubos 
obtidos na cromatografia em coluna contendo composto pretendido, aparentemente 
purificado, de modo a garantir a total pureza do produto obtido. 
 
Tabela 4-3: Resultados experimentais das sínteses dos derivados de HyTy por transesterificação 
 
SV: Sem valor 
 
 
4.2 Determinação da constante de partição PA
O dos ésteres do 
hidroxitirosol em sistemas binários 
 
Determinou-se o valor da constante de partição, PA
O, do hidroxitirosol e dos 
seus derivados numa mistura binária constituída por 4 mL de azeite, 6 mL de tampão 
ácido cítrico-citrato (0,04 M e pH = 3,65) e contendo uma concentração de 3,5 x 10-3 M 
de antioxidante. 
Desta forma, efetuou-se a quantificação espetrofotométrica dos vários 
antioxidantes nas fases oleosa e aquosa, e de seguida, o cálculo da constante de 
Antioxidante R Tempo de reacção (dias) η (%) Experimental η (%) Bibliográfico 
[32]
C10 CH2CH2(CH2)6CH3 3 64,80 SV
C12 CH2CH2(CH2)8CH3 3 46,30 74,0
C14 CH2CH2(CH2)10CH3 4 56,10 SV
C16 CH2CH2(CH2)12CH3 4 45,68 62,0
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partição segundo a equação descrita na figura 4-2, seguindo o procedimento descrito 
no tópico 3.4. 
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Figura 4-2: Distribuição de um composto em duas fases imiscíveis e equação da constante de partição 
 
Na tabela 4-4 encontram-se os resultados obtidos para o hidroxitirosol e seus 
derivados. 
 
Tabela 4-4: Percentagem dos diferentes AO presentes na fase aquosa e orgânica de uma mistura binária azeite/água e 
o valor da constante de partição PA
O
. 
 
Mistura Binária (4:6 Azeite/Tampão cítrico-
citrato pH 3,65) 
 
% AO O % AO A PA
O
 
HyTy 0,55 99,45 0,0083 ± 0,0001 
C1 16,16 83,57 0,29 ± 0,05 
C2 28,57 68,61 0,62 ± 0,03 
C3 58,88 40,52 2,18 ± 0,18 
C4 76,54 23,00 4,99 ± 0,70 
C6 94,79 4,66 30,48 ± 0,37 
C8 96,47 3,53 40,99 ± 0,46 
C10 99,45 0,55 271,23 ± 9,87 
C12 99,52 0,48 311,00 ± 10,25 
C14 99,55 0,45 328,17 ± 0,21 
C16 99,77 0,23 650,67 ± 0,83 
 
Observou-se que quase a totalidade do hidroxitirosol se encontra na fase 
aquosa, diminuindo a percentagem de AO na fase aquosa à medida que aumenta a 
cadeia lateral. A partir do hexanoato (C6) de hidroxitirosol, inclusivé, todos os 
antioxidantes encontram-se praticamente apenas na fase oleosa ( ≥95%). 
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4.3 Distribuição do hidroxitirosol em emulsões azeite/tampão 
ácido cítrico-citrato (O/A) 
 
4.3.1 Determinação de kobs mediante o método de derivatização e cálculo de PA
I 
 
Nesta determinação, e recorrendo ao método da derivação, estudou-se o efeito 
que a fração de emulsionante (I = 0.005-0.04) utilizada tem sobre o valor de kobs, 
entre os iões 16-ArN2
+ e o hidroxitirosol, em emulsões 4:6 azeite/tampão ácido cítrico-
citrato (0,04 M, pH = 3,65). Observou-se que nestas experiências os pares de dados 
absorvância-tempo obtidos ajustaram-se à equação integrada de ordem 1, obtendo-se 
assim a constante de velocidade observada (kobs). Na figura 4-3 encontra-se 
representada a variação típica da absorvância do corante em função do tempo, e 
também se encontra representada a variação de ln(At - A∞) em função do tempo. 
 
 
Figura 4-3: Variação da absorvância do corante azóico formado ao longo do tempo e representação de ln [At-A∞] em 
função do tempo. Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH=3,65 / Tween 
20),  I=0.0282, [16-ArN2+] = 2,9 x 10-4 M, [HyTy] = 3,0 x 10-3 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C. 
 
Uma vez que o hidroxitirosol se encontra na fase aquosa numa percentagem 
superior a 99%, os resultados esperimentais foram analisados com base no modelo 
simplificado da pseudofase, sendo os dados (kobs, I) ajustados à equação 1.46 
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deduzida na seção 1.3.2.2. A partir do gráfico da figura 4-4, podemos observar uma 
diminuição de kobs à medida que o valor de I presente na emulsão aumenta. 
 
 
Figura 4-4: Representação de kobs e 1/kobs vs fração de emulsionante (I) com os respetivos ajustes às equações 1.46-
1.49. Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 20), [16-
ArN2
+
] = 2,8 x 10
-4
 M, [Hyty] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C. 
 
Da representação linear de 1/kobs vs I (figura 4-4), podemos obter os 
parâmetro a e b do ajuste à equação 1.49. Usando esses dados, calculou-se os 
valores de kI e de PA
I, que se encontram na tabela 4-5. 
 
Tabela 4-5: Valores de PA
I
 e kI obtidos para a emulsão 4:6 (O/A) a partir do ajuste do gráfico da figura 4-4 e à equação 
1.49 
Emulsão (4:6) 
PA
I kI (M
-1 s-1) 
53,16 ± 7,29 0,1230 ±  0,0058 
 
 
4.3.2 Análise da distribuição do hidroxitirosol 
 
Após conhecer o valor de PA
I e aplicar as equações 1.51-1.52 do modelo da 
pseudofase simplificado (MCPS), obteve-se a percentagem de hidroxitirosol nas 
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regiões aquosa e interfásica da emulsão para cada valor de I, conforme demonstrado 
na figura 4-5. 
 
 
Figura 4-5: Variação da percentagem de hidroxitirosol nas fases aquosa e interfásica do sistema emulsionado. 
Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH = 3,65) / Tween 20), [16-ArN2
+
] = 
2,9 x 10
-4
 M, [HyTy] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C 
 
A partir dos resultados da figura 4-5, observou-se que para a fração de 
emulsionante (I) de 0.005, aproximadamente 30% do hidroxitirosol encontra-se na 
interfase, sendo que à medida que a fração de emulsionante aumenta, a concentração 
do antioxidante também aumenta nesta fase, de modo que quando I = 0.04, 
aproximadamente 80% do hidroxitirosol encontra-se na interfase. 
Estes resultados permitem deduzir que a fração em volume de emulsionante 
desempenha uma influência relevante sobre a fração de antioxidante presente em 
cada fase, uma vez que quanto maior a concentração de emulsionante utilizada na 
preparação da emulsão, maior será a a percentagem de hidroxitirosol presente na 
interfase. 
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4.4 Distribuição dos ésteres de hidroxitirosol de cadeia alquílica 
curta em emulsões azeite/tampão ácido cítrico-citrato (O/A) 
(R<6) 
 
4.4.1 Determinação de kobs mediante o método de derivatização e cálculo de PA
I 
e PO
I 
 
Estudou-se o efeito que a fração de emulsionante utilizada,  = 0.005-0.04, 
tem sobre o valor de kobs, entre os iões 16-ArN2
+ e os derivados hidroxitirosol de 
cadeia lateral curta (R<6) em emulsões 4:6 azeite/tampão ácido cítrico-citrato (0,04 M, 
pH = 3,65). Recorrendo ao método da derivação, observou-se que nestas experiências 
os pares de dados absorvância-tempo obtidos ajustaram-se à equação integrada de 
ordem 1 (tópico 3.5.4), tendo sido assim obtida a constante de velocidade observada 
(kobs). Na figura 4-6 encontra-se representada a variação típica da absorvância do 
corante em função do tempo, e também se encontra representada a variação de ln(At - 
A∞) em função do tempo para a reação na presença do formiato (C1) de hidroxitirosol. 
 
 
Figura 4-6: Variação da abosrvância do corante azóico formado ao longo do tempo e representação de ln [At-A∞] vs 
tempo. Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH=3,65 / Tween 20), 
I=0.0282, [16-ArN2
+
] = 2,9 x 10
-4
 M, [C1] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25,5°C.  A (572 nm),  ln 
(At-A∞). 
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A partir dos valores de PA
O anteriormente apresentado na secção 4.2, espera-
se que os ésteres formiato (C1), etanoato (C2) e propanoato (C3) de hidroxitirosol se 
encontrem distribuídos pelas três regiões da emulsão (aquosa, interfásica e oleosa), 
sendo desta forma necessárias duas constantes de partição (PA
I e PO
I) para descrever 
a sua distribuição, recorrendo-se ao modelo cinético completo da pseudofase (MCP). 
Na figura 4-7 encontra-se representada a variação de kobs à medida que 
aumenta a fração de emulsionante, e também os ajustes exponencial e linear às 
equações 1.35-1.36 do MCP. 
 
 
Figura 4-7: Representação de kobs e 1/kobs vs fração de emulsionante (I) com os respetivos ajustes às equações 1.35-
1.36. Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 20), [16-
ArN2
+
] = 2,8 x 10
-4
 M, [AO] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C.  C1,  1/kobs (C1),  C2, 
 1/kobs (C2),  C3,  1/kobs (C3). 
 
A partir da representação linear de 1/kobs vs I (figura 4-7), podem ser obtidos 
os parâmetros a e b através do ajuste da equação 1.36, com base nos valores do 
declive e da ordenada na origem. 
 
Os valores de PA
I e PO
I são calculados a partir do valor de PA
O da mistura 
binária e da variação kobs vs I para a razão 4:6 de óleo/água (O/A). 
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Com base nos valores de PA
O e variação de kobs em função da fração de 
emulsionante (I), para um sistema emulsionado com uma dada razão óleo/água, 
conseguimos obter as constantes de partição PO
I e PA
I, resolvendo um sistema de 
duas equações a duas incógnitas. 
Sistema de duas equações a duas incógnitas, PO
I e PA
I: 
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Os valores PO
I e PA
I obtidos para os três antioxidantes (C1, C2 e C3) 
encontram-se na tabela 4-6. 
 
Tabela 4-6: Valores de PA
I
, PO
I
 e kI obtidos a partir da determinação espectrofotométrica de PA
O
 e de vários ensaios 
(kobs, I) para emulsões 4:6 (O/A). 
AO kI (M
-1 s-1) PIA P
I
O 
C1 0,211 ±  0,041 92,9 ± 4,64 320,23 ± 21,06 
C2 0,287 ± 0,021 122,82 ± 12,66 196,63 ± 9,35 
C3 0,347 ± 0,023 264,68 ± 17,74 121,41 ± 11,76 
 
Tanto os valores de PA
I como os de PO
I são elevados (>90), o que reflete a 
tendência do C1 e, principalmente, do C2 e C3 em incorporarem-se na região 
interfásica das emulsões. 
O valor de kI é maior à medida que aumenta a hidrofobicidade do composto, 
indicando uma maior reatividade destes compostos com os iões de arenodiazónio. 
 
 
4.4.2 Determinação da distribuição dos derivados de hidroxitirosol de cadeia 
lateral curta 
 
Após a determinação das constantes de partição, é possível calcular a 
percentagem de cada derivado de hidroxitirosol de cadeia lateral curta presente nas 
diferentes regiões da emulsão (orgânica, interfase e aquosa). Essa dita percentagem é 
dada através das equações 1.40-1.42. 
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Figura 4-8: Variação da percentagem dos ésteres de hidroxitirosol de cadeia lateral curta nas fases oleosa, aquosa e 
interfásica do sistema emulsionado. Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, 
pH = 3,65) / Tween 20), [16-ArN2
+
] = 2,9 x 10
-4
 M, [AO] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C.  Fase 
aquosa (C1),  Fase orgânica (C1),  Fase interfásica (C1),  Fase aquosa (C2),  Fase 
orgânica (C2),  Fase interfásica (C2),  Fase aquosa (C3),  Fase orgânica (C3),  Fase 
interfásica (C3). 
 
 Para calcular a distribuição foram utilizados os valores de PA
I e PO
I, com base 
no valor de PA
O da mistura binária, e a variação kobs vs I para a relação óleo/água 4:6, 
tabela 4-6. 
Observamos que estes antioxidantes de cadeia alquílica curta para  = 0.005 
encontram-se na região interfásica numa percentagem entre 43-50%, enquanto que 
nas fases orgânica e aquosa encontram-se numa percentagem entre 10-30% e 20-
50%, respetivamente. 
  À medida que a quantidade de emulsionante utilizado aumenta, a percentagem 
de antioxidante na interfase também aumenta, diminuindo nas restantes fases. Para a 
fração de emulsionante de 0.04, a percentagem de antioxidante na interfase situa-se 
entre os 80 e 90%. 
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4.5 Distribuição dos ésteres de hidroxitirosol de cadeia alquílica 
longa em emulsões azeite/tampão ácido cítrico-citrato 
(O/A) (R≥6) 
 
4.5.1 Determinação de kobs mediante o método de derivatização e cálculo de PO
I 
 
Estudou-se o efeito que a fração de emulsionante utilizada,  = 0.005-0.04, 
tem sobre o valor de kobs, entre os iões 16-ArN2
+ e os ésteres de hidroxitirosol de 
cadeia lateral longa (R≥6) em emulsões 4:6 azeite/tampão ácido cítrico-citrato (0,04 M, 
pH = 3,65) recorrendo ao método da derivação. Observou-se que nestas experiências 
os pares de dados absorvância-tempo obtidos ajustaram-se à equação integrada de 
ordem 1, tendo sido obtida a constante de velocidade observada (kobs). Na figura 4-9 
encontra-se representada a variação típica da absorvância do corante em função do 
tempo, e também se encontra representada a variação de ln(At - A∞) em função do 
tempo para o octanoato de Hyty. 
 
 
Figura 4-9: Variação da abosrvância do corante azóico formado ao longo do tempo e representação de ln [At-A∞] vs 
tempo. Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH=3,65 / Tween 20), 
I=0.0787, [16-ArN2
+
] = 2,9 x 10
-4
 M, [C8] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C.  A (572 nm),  ln 
(At-A∞). 
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Uma vez que os ésteres C6, C8, C10, C12, C14 e C16 do hidroxitirosol 
encontram-se na fase orgânica numa percentagem de, pelo menos, 94%, os 
resultados esperimentais foram analisados com base no modelo simplificado da 
pseudofase, tendo os dados (kobs, I) sido ajustados à equação 1.55 deduzida na 
seção 1.3.2.2. A partir do gráfico da figura 4-10, podemos observar uma diminuição de 
kobs à medida que o valor de I presente na emulsão aumenta. 
 
 
Figura 4-10: Representação de kobs e 1/kobs vs fração de emulsionante (I) com os respetivos ajustes às equações 
(1.55-1.56). Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 20), 
[16-ArN2
+
] = 2,8 x 10
-4
 M, [AO] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C.  C6,  1/kobs (C6),   C8, 
 1/kobs (C8),  C10,  1/kobs (C10),  C12, 1/kobs (C12),  C16,  1/kobs 
(C16). 
 
Da representação linear de 1/kobs vs I (figura 4-10), podemos obter o valor de 
kI e PO
I, que se encontram na tabela 4-7. 
 
Tabela 4-7: Valores de PO
I
 e kI obtidos para a emulsão 4:6 a partir do ajuste do gráfico da figura 4-10). 
AO kI (M
-1 s-1) PIO 
C6 0,283 ± 0,043 80,00 ±  7,63 
C8 0,416 ± 0,011 90,52 ± 10,48 
C10 0,345 ±  0,020 80,77 ± 6,10 
C12 0,275 ± 0,010 82,26 ± 0,49 
C16 0,220 ± 0,006 77,02 ± 11,95 
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Os resultados da tabela 4-7 mostram que os valores de kI aumentam até ao C8 
para depois diminuir para os ésteres derivados de cadeia mais longa, demonstrando 
que uma modificação no comprimento da cadeia hidrocarbonada afeta ligeiramente a 
reatividade dos ésteres derivados de HyTy com 16-ArN2
+ na região interfásica da 
emulsão. 
O valor da constante de partição PO
I aumenta ligeiramente até um máximo no 
C8, para depois diminuir. Estes valores indicam que os valores de PO
I não se 
correlacionam com a hidrofobicidade do AO. 
 
 
4.5.2 Determinação da distribuição dos derivados de hidroxitirosol de cadeia 
lateral longa 
 
Após ser conhecido o valor de PO
I e aplicar as equações 1.58-1.59 do modelo 
da pseudofase simplificado (MCPS), conheceu-se a percentagem dos ésteres de 
cadeia longa do hidroxitirosol nas regiões oleosa e interfásica das emulsões para um 
determinado valor de I, conforme demonstrado na figura 4-11. 
 
 
 
Figura 4-11: Variação da percentagem dos ésteres de hidroxitirosol cadeia longa nas fases oleosa e interfásica do 
sistema emulsionado. Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH = 3,65) / 
 Tween 20
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Tween 20), [16-ArN2
+
] = 2,9 x 10
-4
 M, [AO] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C.  Fase orgânica (C6), 
 Fase interfásica (C6),  Fase orgânica (C8),  Fase interfásica (C8),  Fase orgânica (C10), 
 Fase interfásica (C10),  Fase orgânica (C12),  Fase interfásica (C12),  Fase orgânica 
(C16),  Fase interfásica (C16). 
 
A partir dos resultados da figura 4-11, observou-se que para a fração de 
emulsionante (I) de 0.005, os antioxidantes de cadeia longa encontram-se 
distribuídos aproximadamente pelas duas fases, mas à medida que a percentagem de 
emulsionante aumenta, a percentagem de antioxidante na interface aumenta, sendo 
que quando I = 0.040, cerca de 90% dos antioxidantes de cadeia longa encontram-se 
na interfase. 
Estes resultados permitem deduzir que a fração em volume de emulsionante 
desempenha uma influência relevante sobre a fração de antioxidante presente em 
cada fase, uma vez que quanto maior a concentração de emulsionante utilizada na 
preparação da emulsão, maior será a a percentagem dos ésteres de hidroxitirosol 
presente na interfase, passando de uma situação em que estão distribuídos entre as 
duas fases em proporções semelhantes, para estarem presentes maioritariamente na 
região interfásica para valores mais altos de percentagem de emulsionante.  
 
 
4.6 Análise comparativa da distribuição do hidroxitirosol e dos 
seus ésteres 
 
A partir dos resultados apresentados anteriormente, efetuou-se a análise 
conjunta da variação da percentagem de hidroxitirosol e dos seus ésteres em cada 
uma das fases (aquosa, interfásica e oleosa) de uma emulsão 4:6 (azeite/tampão 
ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH=3,65) (figura 4-12). 
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Figura 4-12: Variação da percentagem do hidroxitirosol e dos seus ésteres nas fases aquosa, interfásica e oleosa do 
sistema emulsionado. Condições experimentais: emulsão 4:6 (azeite/tampão ácido cítrico-citrato 0,04 M, pH = 3,65) / 
Tween 20), [16-ArN2
+
] = 2,9 x 10
-4
 M, [AO] = 3,0 x 10
-3
 M, [NED] = 0,019 M e T = 25°C.  Fase aquosa (HyTy), 
 Fase interfásica (HyTy),  Fase aquosa (C1),  Fase orgânica (C1),  Fase interfásica (C1), 
 Fase aquosa (C2),  Fase orgânica (C2),  Fase interfásica (C2),  Fase aquosa (C3), 
 Fase orgânica (C3),  Fase interfásica (C3),  Fase orgânica (C6),  Fase interfásica (C6), 
 Fase orgânica (C8),  Fase interfásica (C8),  Fase orgânica (C10),  Fase interfásica 
(C10),  Fase orgânica (C12),  Fase interfásica (C12),  Fase orgânica (C16),  Fase 
interfásica (C16). 
Gráfico representado na parte superior do lado direito refere-se à interfase, em baixo à esquerda refere-se à fase 
aquosa e à direita à fase oleosa. 
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Tabela 4-8:Valores de PA
I
, PO
I
 e kI experimentais para o HyTy e seus ésteres 
AO kI (M
-1 s-1) PIA P
I
O 
HyTy 0,123 ±  0,006 53,16 ± 7,29 ---------- 
C1 0,211 ±  0,041 92,90 ± 4,64 320,23 ± 21,06 
C2 0,287 ± 0,021 122,82 ± 12,66 196,63 ± 9,35 
C3 0,347 ± 0,023 264,68 ± 17,74 121,41 ± 11,76 
C6 0,283 ± 0,043 ---------- 80,00 ±  7,63 
C8 0,416 ± 0,011 ---------- 90,52 ± 10,48 
C10 0,345 ±  0,020 ---------- 80,77 ± 6,10 
C12 0,275 ± 0,010 ---------- 82,26 ± 0,49 
C16 0,220 ± 0,006 ---------- 77,02 ± 11,95 
 
A partir da figura 4-12, observamos que o HyTy se encontra distriuído na fase 
aquosa e interfásica, nas percentagens de 70 e 30% respetivamente para I = 0.005. 
Por outro lado, os ésteres C1, C2 e C3 encontram-se distribuídos pelas três fases do 
sistema emulsionado (aquosa, interfásica e oleosa), enquanto que os restantes 
ésteres encontram-se distribuídos apenas nas fases oleosa e interfásica, estando 
todos estes compostos em maior percentagem na interfase em relação às restantes 
fases aquosa e oleosa. O HyTy é o composto que se encontra em menor percentagem 
na interfase da emulsão para todas as frações de emulsionante utilizadas. 
 Estes resultados permitem concluir que a percentagem em volume de 
emulsionante utilizada exerce um papel significativo na fração de antioxidante 
presente em cada fase da emulsão. À medida que o valor da fração de emulsionante 
(I) aumenta, maior é a percentagem de HyTy e dos seus ésteres presentes na 
interfase. As maiores variações observadas são para o HyTy e para o éster C1. 
Para os valores de PO
I obtidos, é possível observar que a partir do éster C1, o 
valor de PO
I diminui à medida que aumenta a cadeia, observando-se um ligeiro 
aumento para o derivado C8, para depois voltar a diminuir ligeiramente. Uma vez que 
quanto maior o valor de PO
I maior será a quantidade de antioxidante na interfase, 
deduz-se que o composto em maior percentagem na interfase é o C8, seguido do C12 
e finalmente C10. 
 Para a determinação da reatividade do HyTy e seus ésteres na interfase a 
partir dos valores de kI, observa-se que os valores aumentam à medida que a cadeia 
aumenta, até atingir o máximo no éster C8. A partir do éster C8, os valores de kI 
dimimuem à medida que a cadeia aumenta. Assim, podemos afirmar que a reatividade 
dos ésteres do HyTy com o 16-ArN2
+ na interfase do sistema emulsionado estudado é 
ligeiramente alterada pelo comprimento da cadeia alquílica. Em princípio seria de 
esperar uma reatividade semelhante para todos os ésteres, visto que apenas se 
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modifica o comprimento da cadeia hidrocarbonada, porém também tem de se 
considerar a influência de parâmetros, como por exemplo a localização dos grupos 
hidróxilo para cada antioxidante, sendo que não é fácil interpretar esta variação. 
 
 
Figura 4-13: Variação de kI em função do número de átomos da cadeia hidrocarbonada para o Hyty e seus derivados 
hidrofóbicos 
 
 
4.7 Avaliação da capacidade antiradicalar 
 
4.7.1 Método de DPPH 
 
O método de DPPH é um método colorimétrico simples, que tem como 
fundamento a diminuição da absorvância de 515 nm do radical DPPH devido à sua 
reação com o antioxidante, mudando de uma cor púrpura forte para uma cor amarela 
torrado. 
Na figura 4-14 encontra-se representado um dos gráficos deste estudo da 
variação de absorvância em função do tempo de reação na presença de diferentes 
concentrações de propanoato de hidroxitirosol. 
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Figura 4-14: Variação da absorvância do radical DPPH ( = 515 nm) na presença de diferentes concentrações do 
propanoato de hidroxitirosol  0,0470 mol de AO / mol DPPH,  0,0940 mol de AO / mol DPPH,  
0,1410 mol de AO / mol DPPH,  0,1880 mol de AO / mol DPPH,  0,2350 mol de AO / mol DPPH, 
 0,2820 mol de AO / mol DPPH. 
 
A atividade antiradicalar é definida através do parâmetro EC50, que representa 
a concentração mínima de antioxidante necessária para captar 50% dos radicais 
DPPH iniciais. 
Para ser possível determinar o parâmetro EC50, representou-se a variação da 
absorvância em função da relação mol AO / mol DPPH, num determinado tempo, 
exemplificado para o propanoato de hidroxitirosol (figura 4-15).  
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Figura 4-15: Representação da variação da percentagem de DPPH com a concentração do propanoato de 
hidroxitirosol, expressa em mol AO / mol DPPH, para os diferentes tempos de reação, e com o respetivo ajuste linear. 
 5 minutos,  15 minutos,  30 minutos,  60 minutos. 
 
Os valores de EC50 obtidos para o hidroxitirosol e seus derivados encontram-se 
descritos na tabela 4-9. 
Uma vez que os valores de EC50 representam a relação mol AO / mol DPPH 
necessária para reduzir em metade a concentração inicial de DPPH, os antioxidantes 
que apresentem um valor de EC50 menor vão ser os que terão uma maior atividade 
antiradicalar. 
 
Tabela 4-9: Valores de EC50 obtidos para diferentes tempos de reação com um nível de significância de P < 0,05 
Antioxidante EC50 
Tempo / min 5 15 30 60 
HyTy 0,3230 ± 0,0053 0,2867 ± 0,0040 0,2787 ± 0,0039 0,2582 ± 0,0044 
C1 0,3378 ± 0,0047 0,2956 ± 0,0031 0,2882 ± 0,0026 0,2766 ± 0,0030 
C2 0,3542 ± 0,0086 0,3093 ± 0,0075 0,2980 ± 0,0071 0,2811 ± 0,0057 
C3 0,3445 ± 0,0043 0,2989 ± 0,0024 0,2895 ± 0,0051 0,2802 ± 0,0033 
C4 0,3478 ± 0,0048 0,2827 ± 0,0018 0,2723 ± 0,0041 0,2586 ± 0,0017 
C6 0,3002 ± 0,0028 0,2722 ± 0,0093 0,2630 ± 0,0054 0,2474 ± 0,0025 
C8 0,2949 ± 0,0053 0,2648 ± 0,0048 0,2558 ± 0,0074 0,2386 ± 0,0034 
C10 0,3262 ± 0,0051 0,2919 ± 0,0045 0,2859 ± 0,0069 0,2799 ± 0,0041 
C12 0,3448 ± 0,0048 0,3189 ± 0,0038 0,3091 ± 0,0108 0,2937 ± 0,0063 
C14 0,3474 ± 0,0022 0,3107 ± 0,0023 0,3005 ± 0,0037 0,2838 ± 0,0028 
C16 0,3311 ± 0,0112 0,3052 ± 0,0060 0,3016 ± 0,0121 0,2980 ± 0,0070 
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A partir dos resultados obtidos observamos que, em solução metanólica e ao 
fim de 5 minutos de reacção, não foram observadas diferenças estatisticamente 
significativas na atividade antiradicalar do hidroxitirosol e seus derivados frente ao 
radical DPPH. 
 Nesta experiência as curvas Absorvância vs Tempo são caraterizada por um 
rápido desaparecimento inicial da absorção do radical de DPPH, sendo que 
posteriormente ocorre um lento desaparecimento do radical. Este abaixamento inicial é 
devido a reações de transferência do hidrogénio/eletrão do antioxidante para o radical, 
enquanto que a redução seguinte dos valores é devida geralmente a reações 
secundárias mais lentas de produtos de dimerização do radical fenóxilo. Nesta 
experiência observa-se em todos os compostos um abaixamento inicial acentuado, 
concluindo-se que o hidroxitirosol e seus derivados não deverão apresentar variações 
significativas na capacidade antiradicalar.  
 
 
4.8 Avaliação da actividade antioxidante 
 
4.8.1 Método do forno de Schaal 
 
4.8.1.1 Avaliação da atividade antioxidante do hidroxitirosol e dos seus ésteres 
pelo método do forno de Schaal (“Schaal Oven Test”) 
 
Avaliou-se a atividade antioxidante do hidroxitirosol e dos seus derivados em 
emulsões formadas por 4 mL de azeite livre de antioxidantes e 6 mL de tampão ácido 
cítrico-citrato (0,04 M, pH=3,65), com 1% de Tween 20 e 6,0x10-4 M de cada um dos 
antioxidantes (concentração em 4 mL de azeite). Assim, todas as emulsões foram 
sujeitas a um teste de aceleração oxidativa à temperatura de 60°C. Cada amostra foi 
preparada em triplicado. 
A avaliação do grau de oxidação lipídica foi feita com base na determinação do 
conteúdo em dienos conjugados.  
Na figura 4-16 encontra-se representado a variação do conteúdo em dienos 
conjugados ao longo do tempo nas emulsões que possuem 1% de emulsionante. 
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Figura 4-16: Estabilidade oxidativa de emulsões de azeite (4:6, O/A)  em presença de diferentes ésteres derivados do 
hidroxitirosol e para 1% de Tween 20. Os valores são representados como média dos triplicados, sendo que as barras 
de erro representam o desvio padrão. Condições experimentais: emulsões 4:6 (Azeite/Tampão ácido cítrico-citrato, 
0,04 M, pH=3,65 / Tween 20), [AO] = 6x10
-4
 M em 4 mL de azeite.  Control,  HyTy,  C1,  
C2,  C3,  C4,  C6,  C10,  C12,  C14,  C16. 
 
 
Figura 4-17: Tempo (dias) para que as emulsões contendo 1% de emulsionante, atingissem o conteúdo em 
CD de 0.5%. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representando o desvio padrão). Condições 
experimentais: emulsões 4:6 (Azeite/Tampão cítrico-citrato, 0,004 M, pH= 3,65/Tween 20), [AO] = 6x10
-4
 M. 
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Com base no tempo necessário para que o conteúdo em dienos conjugados 
atingisse o valor de 0,5%, observamos que a ordem de oxidação das amostras foi a 
seguinte: C10 ≈ C12 ≈ C6 > C14 > C4 > C16 > C3 > C2 > C1 > HyTy > Control. 
De acordo com o paradoxo polar, os antioxidantes mais polares são mais 
eficazes em meios menos polares e que os antioxidantes menos polares são mais 
eficazes em meios emulsionados do tipo O/A. Porém, os resultados obtidos da ordem 
de eficácia não obdecem ao principio do paradoxo polar, uma vez que os antioxidantes 
mais hidrofóbicos como os antioxidantes C14 e C16, são menos eficazes do que os 
antioxidantes decanoato (C10), hexanoato (C6) e butanoato (C4), respetivamente. 
Estes resultados são semelhantes aos observados por Medina et al [33] para 
uma série de ésteres do HyTy em emulsões de óleo de peixe/água. Os autores 
descrevem que um aumento da atividade antioxidante até ao éster C8, sendo que a 
atividade antioxidante diminui para o C10. 
 
 
4.8.1.2 Avaliação da influência da concentração de emulsionante na atividade 
antioxidante dos ésteres do hidroxitirosol pelo método do forno de 
Schaal (“Schaal Oven Test”) 
 
Este estudo foi efetuado apenas para o HyTy e para os ésteres C1, C3, C8 e 
C16, uma vez que na experiência anterior estes antioxidantes mostraram possuir 
eficácias antioxidantes bastante diferentes. Do mesmo modo, utilizaram-se neste 
estudo os volumes de emulsionante de 0.5, 1 e 2%, uma vez que nos estudos de 
distribuição verificou-se existir alterações bastante significativas na percentagem de 
antioxidante na interfase para estes volumes de emulsionante. 
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Figura 4-18: Estabilidade oxidativa de emulsões de azeite (4:6, O/A) em presença de diferentes ésteres derivados do 
hidroxitirosol para 0.5% de Tween 20. Os valores são representados como média de triplicados, sendo que as barras 
de erro representam o desvio padrão. Condições experimentais: emulsões 4:6 (Azeite/Tampão ácido cítrico-citrato, 
0,04 M, pH=3,65 / Tween 20), [AO] = 6x10
-4
 M em 4 mL de azeite.  Control,  HyTy,  C1,  
C3,  C8,  C16. 
 
 
Figura 4-19: Estabilidade oxidativa de emulsões de azeite (4:6, O/A) em presença de diferentes ésteres derivados do 
hidroxitirosol para 1% de Tween 20. Os valores são representados como média de triplicados, sendo que as barras de 
erro representam o desvio padrão. Condições experimentais: emulsões 4:6 (Azeite/Tampão ácido cítrico-citrato, 0,04 
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M, pH=3,65 / Tween 20), [AO] = 6x10
-4
 M em 4 mL de azeite.  Control,  HyTy,  C1,  C3, 
 C8,  C16. 
 
 
Figura 4-20: Estabilidade oxidativa de emulsões de azeite (4:6, O/A) em presença de diferentes ésteres derivados do 
hidroxitirosol para 2% de Tween 20. Os valores são representados como média de triplicados, sendo que as barras de 
erro representam o desvio padrão. Condições experimentais: emulsões 4:6 (Azeite/Tampão ácido cítrico-citrato, 0,04 
M, pH=3,65 / Tween 20), [AO] = 6x10
-4
 M em 4 mL de azeite.  Control,  HyTy,  C1,  C3, 
 C8,  C16. 
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Figura 4-21: Tempo (dias) para que as emulsões contendo 0.5%, 1%, 2% de emulsionante, atingissem o conteúdo em 
CD de 0,5%. Os valores representam médias em triplicados (barras de erro representando o desvio padrão). 
Condições experimentais: emulsões 4:6 (Azeite/Tampão cítrico-citrato, 0,004 M, pH= 3,65/Tween 20), [AO] = 6x10
-4
 M 
* Aos 168 dias de experiência, os ésteres C8 de 0.5, 1 e 2% não atingiram o valor de 0.5% de dienos conjugados 
 
De acordo com os quatro gráficos anteriormente representados, observamos 
que a ordem de eficácia antioxidante para 0.5, 1 e 2% foi a seguinte: C8 > C16 > C3 > 
C1 ≈ HyTy > Control. 
Tal como na experiência anterior para apenas a percentagem de 1% de 
emulsionante, os resultados obtidos da ordem de eficácia não obdecem ao principio do 
paradoxo polar, uma vez que o antioxidante mais hidrofóbico, nesta experiência o C16, 
é menos eficaz do que o éster C8. 
 Observou-se igualmente que a partir de certa percentagem de emulsionante, o 
tempo necessário para que o conteúdo em dienos conjugados alcance o valor de 0.5% 
diminui, ou seja, há uma diminuição da atividade antioxidante. Assim, a atividade 
aumentou da percentagem de 0.5 para 1% de emulsionante, porém decresce para 
todas as emulsões contendo 2% de emulsionante. Estas variações na atividade 
antioxidante dos compostos deve-se ao fato de ocorrer, por um lado, um aumento da 
percentagem de AO na interfase mas, por outro lado, uma diminuição da concentração 
molar do AO na interfase com o aumento do volume da interfase. 
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4.9 Correlação estrutura-eficácia antioxidante 
 
Os resultados obtidos no tópico 4.7.1 mostram claramente que a eficácia dos 
ésteres derivados do HyTy em meios homogéneos (MeOH) é completamente diferente 
da apresentada em sistemas emulsionados (tópico 4.8.1), meios onde não se 
encontram presentes os fenómenos interfásicos. Considerando que a oxidação lípidica 
começa na região interfásica das emulsões, a eficácia antioxidante pode ser 
correlacionada diretamente com a distribuição dos antioxidantes. Assim: 
 
- Um aumento do comprimento da cadeia hidrocarbonada dos AO aumentou a 
hidrofobicidade dos mesmos, porém ao mesmo tempo aumentou a sua solubilidade no 
azeite (tópico 4.2, valores de PA
O); 
- A eficácia antiradicalar dos ésteres de HyTy em meios homogéneos (MeOH) 
foi muito semelhante, indicando que a modificação na cadeia alquílica não afetou 
significativamente a sua eficácia antiradical, medida em termos da sua reatividade 
frente aos radicais DPPH. Como consequência, a reatividade frente aos radicais em 
qualquer outro meio deve ser muito semelhante e independente do comprimento da 
cadeia hidrocarbonada. 
 
De tudo o referido anteriormente, deduz-se que as diferenças entre as 
atividades antioxidantes deverão ser essencialmente devidas às diferenças de 
concentração dos AO na região interfásica, sendo as variações da percentagem de 
AO na interfase e da sua eficácia antioxidante paralelas, encontrando-se em ambos os 
casos um máximo para o éster C8 (figura 4-22). Estes resultados refletem a 
importância da região interfásica nos processos de oxidação lipídica e da distribuição 
dos antioxidantes entre as diferentes regiões da emulsão. 
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Figura 4-22: Correlação entre a percentagem de AO na interfase e tempo em dias para atingir o conteúdo em CD de 
0.5% com o número de carbonos na cadeia alquílica lateral para a fração de emulsionante de 1%. 
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 Estudou-se a distribuição do hidroxitirosol e de alguns dos seus ésteres 
sintetizados, a partir das constantes de partição do antioxidante entre as fases 
aquosa-interfásica e oleosa-interfásica de emulsões alimentares modelo. Utilizou-se 
um método cinético cujos resultados foram analisados recorrendo ao modelo da 
pseudofase extendido a emulsões e com recurso a um tratamento matemático. Com 
base neste método, obteve-se uma estimativa para a constante de velocidade da 
reação na fase interfásica (kI) entre os antioxidantes e os iões 4-
hexadecilbenzenodiazónio, sem necessidade de efetuar uma separação prévia das 
várias fases das emulsões. 
 Com base na análise efetuada aos resultados obtidos, podemos concluir que o 
hidroxitirosol encontra-se apenas distribuído entre as fases aquosa e interfásica. Os 
ésteres C1, C2 e C3 encontram-se distribuídos nas fases aquosa, interfásica e oleosa, 
e os ésteres C6, C8, C10, C12 e C16 encontram-se apenas distribuídos nas fases 
interfásica e oleosa. 
 No estudo da reatividade do hidroxitirosol e dos seus ésteres na interfase, os 
valores de kI obtidos experimentalmente variam, aumentando entre HyTy até ao éster 
C8, com exceção do C6, diminuindo progressivamente ao aumentar a cadeira além do 
C8. Estes resultados permitem deduzir que existem ligeiras diferenças na reatividade 
entre os ésteres derivados de hidroxitirosol e os iões arenodiazónio na interfase dos 
sistemas emulsionados estudados. 
 No entanto, na determinação da atividade antiradical, com base no método de 
DPPH, verificou-se que em solução metanólica, e ao fim de 5 minutos de reação, não 
existiram diferenças significativas na atividade antiradical do hidroxitirosol e dos seus 
ésteres frente ao radical DPPH, situação devida à sua estrutura fenólica comum a 
todos eles. 
Avaliou-se a eficácia do hidroxitirosol e seus ésteres através do método do 
forno de Schaal. A capacidade antioxidante aumentou desde o hidroxitirosol até ao 
éster C8, diminuindo para os ésteres com cadeia alquílica superior. 
No estudo da influência da concentração de emulsionante na atividade 
antioxidante, verificou-se que, ao aumentar a percentagem em volume de 
emulsionante, ocorre a diluição do antioxidante na fase interfásica, pelo que um 
aumento inicial do volume de interfase faz aumentar a capacidade antioxidante dos 
compostos devido ao aumento da sua percentagem na interfase, mas que aumentos 
posteriores, levam a uma diminuição desta atividade devido à diluição do antioxidante 
presente na interfase. 
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